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加藤 あす香 
 
 
１ 問題意識と目的 
 イノシトール 6 リン酸は穀物や豆類などの食物に多く含まれる抗酸化物質であり、ミオ・イノシトール
の水酸基をリン酸化した化学式 C6H6(OPO3H2)6 (分子量:660.04) のヘキサリン酸エステルである。植物界に多
く存在する有機リン酸化合物であるイノシトール 6 リン酸は、植物の種子や塊茎、花粉などに含まれる一種
のリンの貯蔵形態といえる。植物界では、イノシトール 6 リン酸は遊離状で存在することはほとんどなく、
カルシウム、マグネシウムと結合してカリウムの混合結合塩として広く分布している。食物として摂取され
たイノシトール 6 リン酸はミネラルと結合し、不溶性もしくは難溶性の成分へと変化し、腸での吸収は制限
される。さらにこれらの特徴は体内に蓄積した毒性の高い金属の排泄にも役立つ可能性があり、重金属によ
る各種の疾病を軽減させる効果が期待されている。また、多くの動物実験を通じて、大腸、胸部、肝臓、前
立腺、横紋筋肉腫、皮膚などのガンに対するイノシトール 6 リン酸の抗ガン効果が報告されている。抗ガン
効果のメカニズムは未だ明らかではないが、従来の報告では、薬物感受性変化、免疫力増強、シグナル伝達
への作用などが各々単独で、または協調して、抗ガン作用をもたらしている可能性が指摘されている。一方
で、ガン予防につながるイノシトール 6 リン酸の効能として、抗酸化作用が挙げられる。生体内に存在する
各種の金属イオンが活性酸素の発生を増強することから、イノシトール 6 リン酸がもつ金属キレート作用が
この抗酸化作用に大きく関与している。イノシトール 6 リン酸が、細胞障害性を持つ活性酸素を抑制するこ
とにより、脂質過酸化、あるいは DNA の突然変異を抑え、ガン発生の予防に寄与すると考えられている。
しかしながら、抗酸化作用と抗ガン効果とは、細胞障害性の観点において相反する作用・効果であり、抗酸
化作用単独で殺腫瘍細胞効果を説明することは難しいが、抗ガン剤や放射線治療において、抗酸化剤の併用
がガン患者の生存率を高めるという報告などもあり、特にキレート効果を持つ薬物による抗ガン効果のメカ
ニズムは不明とされてきた。 
本研究はミネラルと結合する性質をもつイノシトール 6 リン酸 (IP6) に注目し、キレート作用を利用した
医療用マテリアルへの開発・応用も視野に入れ、イノシトール 6 リン酸の生物学的効果の詳細を明らかにす
ることを目的とした。 
 
２ 構成及び各章の要約 
第１章 
 本研究にいたる背景と研究の目的、概要、イノシトール６リン酸の化学的特質・生物学的効果および、イ
ノシトール６リン酸を利用したアパタイトセメントの特徴について述べている。 
 
ii 
 
第２章 
 本研究は、上述のようにイノシトール６リン酸の生体効果の中で、活性酸素生成系への関与に焦点をあて
ている。活性酸素は、基底状態の酸素分子に比べて高い反応性を持ち、酸素原子を含んだラジカル性・非ラ
ジカル性分子の総称である。活性酸素はその高い酸化能から、酸化ストレス分子として細胞障害性を示し、
疾病、発がん、老化を導く事が知られているが、一方で、感染防御や情報伝達機構において重要な役割を果
たすことも報告されている。従って、生理的条件下での活性酸素の生成は厳密にコントロールされており、
体内の酸化還元状態が一定に保たれている。これは、生体のホメオスタシス機能の一つであり、いったんそ
のバランスが崩れ、活性酸素が必要以上に生じると、組織や遺伝子にダメージを生じる。本章では、生体内
で発生する代表的な活性酸素のエネルギー状態、反応性、発生機構について述べている。さらに、本研究で
使用したリンパ球B 細胞由来前骨髄性白血病細胞PLB-985 細胞において、細胞膜に存在するNADPH オキ
シターゼの活性化と活性酸素生成機構、およびNADPH オキシターゼ機能欠損株細胞X-CGD について記述
した。 
 
第３章  
 活性酸素やフリーラジカルの計測には、従来様々な手法が開発されてきたが、目的分子の寿命が極めて短
いことから、生理的条件下においてその反応をリアルタイムで観測することは困難である。現在は、活性酸
素検出のための各種の反応色素なども開発されているが、定性的な検出や経時的な観測には未だ不十分とさ
れている。本研究では、生理的条件下での活性酸素の検出を目的として、スピントラッピング法を用いて、
活性酸素を比較的安定なラジカル種（長寿命ラジカル）に変換し、電子スピン共鳴法（Electron spin 
resonance: ESR）により同定・定量をおこなった。本章では、ESR 測定法、スピントラッピング法について
記述した。 
 
第４章 
抗酸化機能を持つ物質には、ビタミンＣに代表される、ラジカル性活性酸素種を直接消去する物質、生成
した酸化ストレス物質を分解する SOD やカタラーゼなどの分解酵素、生体内でのレドックス機能を強化す
る物質など多様な種類が知られている。本章では、イノシトール 6 リン酸の抗酸化メカニズムの詳細を明ら
かにすることを目的とし、無細胞溶液系の活性酸素生成反応系を用い、イノシトール 6 リン酸と O2-および
HO･との反応性について実験を行った (Figure 1)。イノシトール 6 リン酸は、O2-に対して概ね抗酸化機能
を示したが、H2O2とFe2+の反応系から得られるHO･に対しては、5 mM 以上の濃度でHO･の増幅効果を示
す事が明らかとなった。 
 
 
Figure 1. O2-と HO･発生系に対する IP6 の影響 
ESR-spin trapping 法を用いて活性酸素の検出を行
った。spin trap 試薬 CYPMPO を使用し、得られた
spin adduct signal の強度をグラフ化した。HO･発生
系には、H2O2、Fe2+を使用し、O2-発生系には、
Hyp/XOD 反応系を使用した。各データは、三点の平
均値を表し、誤差線は標準偏差を示した。 
 
 
 
 
第５章 
前章において、生理的条件下におけるイノシトール 6 リン酸と活性酸素との反応性が明らかになったこと
 
 IP6 (mM) 
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から、次に生体内での作用・反応に焦点を移す。生体内では、ミトコンドリア内での呼吸鎖やファゴゾーム
内での反応を通じて恒常的に活性酸素が生成していると考えられている。従って、従来報告されてきたイノ
シトール 6 リン酸による多様な生物効果に対する酸化ストレスの寄与について明らかとするため、以降培養
細胞を用いてイノシトール 6 リン酸と酸化ストレスとの関連性について実験を行っていくこととする。本章
では用いた培養細胞の基本的な性質、培養方法、細胞増殖測定方法、細胞周期とその測定方法、測定装置の
原理等、合わせて記述した。 
 
第６章 
イノシトール６リン酸の代表的な薬理作用であるところの抗酸化作用は前章までで述べてきたように、腸
管のガンや炎症の予防などの効果をもたらすと考えられている。一方で、イノシトール６リン酸のガン細胞
に対する細胞障害性の説明には抗酸化作用にとどまらない他の薬理作用を考える必要がある。本章ではイノ
シトール６リン酸による抗ガン作用のメカニズムとして、第４章の実験で明らかとなったイノシトール６リ
ン酸と活性酸素との反応性に着目し、活性酸素生成酵素であるNADPH オキシターゼの一部をノックアウト
した細胞 X-CGD と正常細胞である PLB-985 との比較により、イノシトール６リン酸による細胞増殖能 
(Figure 2)、細胞周期、細胞死、細胞分化、オートファジー等への効果について検証を行った。実験より得ら
れた、二つの細胞間でのイノシトール６リン酸による効果の差異について記述した。 
 
 
Figure 2. イノシトール６リン酸による PLB-985、
X-CGD 細胞に対する細胞増殖抑制効果 
細胞増殖能は不溶性テトラゾリウム CCK-8 試薬に
よって検出した。各データは、無処理細胞の増殖能
に対する比率として算出し、三点の平均値を表した。
誤差線は標準偏差を示し、有意差判定は Student’s 
t-test に従った( * P<0.05)。 
 
 
第７章 
PLB-985 細胞はビタミンD や低濃度の phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)刺激により単球様細胞へ
と分化する。白血球の一つである単球は細菌感染などの刺激によって組織へと遊走しマクロファージとして
食作用・殺菌作用に与り、これに伴い NADPH オキシターゼが活性化することが知られている。一方で、
PMA は NADPH オキシターゼを活性化し細胞分化を推し進めることが ESR スピントラッピング法による
測定から確かめられている。またPMA はNADPH オキシターゼノックアウト細胞であるX-CGD にも分化
誘導を引き起こすことが確かめられている。従って、本章では PMA の刺激によって発生する活性酸素に対
するイノシトール６リン酸のふるまいについて ESR スピントラッピング法を用いて検証した。イノシトー
ル６リン酸は 10 nM PMA の刺激によって発生するO2-に対して抗酸化機能を示した。あわせて、X-CGD 細
胞におけるイノシトール６リン酸の効果について記述した。 
Figure 3.活性酸素生成に対するイノシ
トール 6 リン酸の抑制効果 
CYPMPO を用いた spin trapping 法
によりPLB-985 細胞内で生成した
spin adduct のESR 測定。a) 無処理
細胞 b) 10 nM PMA で処理した細胞 c) 
10 nM PMA と 2 mM イノシトール 6
リン酸で処理した細胞 
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第８章 
ハイドロキシアパタイト(Ca10(PO4)6(OH)2 ; HAp)はバイオセラミックスとして整形外科領域などで臨床応
用されている素材である。イノシトール６リン酸 (IP6) のキレート能により HAp 粒子同士が結合して硬化
した新素材である「キレート硬化型HAp (HAp-IP6)セメント」は、短時間で硬化する性質、炎症反応の起こ
りにくさ、生体吸収性などの利点から、骨補填材などとして新たな医療素材としての応用が期待されている。
本章では、HAp-IP6 における新規の生理活性の探究のため、酸化ストレス物質との反応性、PLB-985 細胞
の各種生理機能への影響について検討を行った。HAp-IP6 は明治大学理工学部応用化学科の相澤守教授より
供与を受けた。 
 
第９章 
これまでに造血系の細胞である PLB-985 と X-CGD における各種の生理的反応に対するイノシトール６
リン酸および HAp-IP6 の作用とそのメカニズムについて検討を行ってきたが、活性酸素を介した生理活性
の発現は、アパタイトセメント HAp-IP6 の応用の場である、骨修復系における新規の生理活性への可能性
を示している。骨代謝においては、破骨細胞による「骨吸収（破壊）」と、骨芽細胞による「骨形成（再生）」
を繰り返すことで、骨が作り替えられ、骨折時の再生はこの骨代謝によるものである。そこで本研究では骨
芽培養細胞系である MC3T3-E1 を用い、イノシトール６リン酸による細胞増殖への影響と、細胞内におけ
る活性酸素の発生について検討を行った。イノシトール６リン酸を MC3T3-E1 細胞とともにインキュベー
ションすることにより、PLB-985 細胞での処理に比べ低濃度で細胞増殖の抑制が観察され、同時に活性酸素
の発生が確認された。 
 
 
Figure 4. IP6 で処理した MC3T3-E1 細胞からの活性
酸素の検出   
細胞は、活性酸素検出試薬 APF  (1 M) と IP6 ( 0 or 
0.5 mM)とともに、2 時間インキュベートした後に、蛍
光顕微鏡による観察を行った。 
左：0 mM IP6 、右：0.5 mM IP6  
上段：位相差顕微鏡写真 、下段：蛍光顕微鏡写真 
(Excitation 480 nm, Emission 520 nm) 
 
 
 
第１０章 
 以上の研究を総括するとともに、イノシトール６リン酸による活性酸素の生成、反応作用機序についての
考察を行った。 
 
 
３ 本研究の成果  
イノシトール６リン酸および、HAp-IP6 は無細胞溶液系の活性酸素の生成系に対して、反応条件に依存し
てその生成を抑制、あるいは増加させる複雑な反応性を持つことが明らかとなった。さらに細胞を用いた実
験系において NADPH オキシダーゼ由来の活性酸素とイノシトール６リン酸の反応により、細胞増殖の抑
制、ネクローシス、G1 アレスト異常、オートファジー抑制、分化の促進等の影響を及ぼすことが示された。
以上の結果は、イノシトール６リン酸の新しい生体効果を提示するとともに、骨材料としての HAp-IP6 に
対して、機能性材料の開発に寄与する新しい医療効果の可能性を示している。 
50 m 50 m
50 m 50 m
a) b)
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第 1 章  
 イノシトール 6 リン酸（IP6） 
 
 
 
1・1 イノシトール 6 リン酸 
 
イノシトール 6 リン酸は穀物や豆類などの食物に多く含まれる抗酸化物質であり、植生
の多い土壌にも存在することが知られている。穀物中のイノシトール 6 リン酸の含有量は
約 1%から多くて 5%であるが、外被での含量は高く、特に米糠には 9.5％～14.5％も含まれ
ている 1)。穀物がイノシトール 6 リン酸を有しているのは、穀物自身に必要なリン酸とミネ
ラルを貯蔵するためである。 しかし、ヒトの体内ではイノシトール 6 リン酸と結合したミ
ネラルは、不溶性もしくは難溶性の成分へと変化するため、腸での吸収が妨げられる。さら
に、穀物中のイノシトール 6 リン酸は、体に必要なミネラルも排出してしまう強い排泄作
用がある。このイノシトール 6 リン酸の強い排泄作用は、デトックス（毒素排泄）作用とし
ても注目されている 1)。 
イノシトール 6 リン酸は IP6 やフィチン酸とも呼ばれ、細胞内では化学的な情報伝達の
役割を担っている。また、ヒトの細胞も含めほとんどの生物の細胞内に存在し、細胞の増殖
や分化など極めて重要な細胞機能を制御する役割を担っている。イノシトール 6 リン酸は
その構造からビタミン B 群にも分類されている。イノシトールは化学構造がグルコース（ブ
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ドウ糖）に類似し(図 1.1)、体内で代謝を経ることで、リン酸化イノシトール・ファミリー
が生じる。イノシトールには 6 つのリン酸結合部位があり、イノシトール１リン酸からイ
ノシトール 6 リン酸までの計 6 種類存在する。それぞれのリン酸化イノシトールに、生体
内における生化学的役割が存在する。リン酸基が 6 個結合したイノシトール 6 リン酸は、
フィチン酸と呼ばれ 1)、抗酸化作用や高度の抗腫瘍効果を示し現在のガン治療法の主流とな
っている多くの化学療法・薬物療法において問題となっている重篤な副作用を引き起こし
にくい物質と考えられており、がん治療への応用が期待されている物質である 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.1 イノシトールの化学構造 
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1・1・1 イノシトール 6 リン酸の構造 
 イノシトールには、ヒドロキシ基の空間
配置により 9 種類の異性体が存在する。
本研究で取り扱うイノシトール 6 リン酸
は myo-イノシトール （1,2,3,5/4,6-イノシ
トール）と呼ばれるいす型配座の環状構造
イノシトールの 6 リン酸エステル化合物
である（図 1.2）。 
数字の 1～6 は炭素原子の位置を示して
おり、ここにリン酸基（PO4）が結合している。組成式は C6H18O24P6で、分子量は 660.04
である。 
 溶液中のイノシトール 6 リン酸のリン酸基は合計１２個の解離水素を持ち、これらの水
素は pH に依存して解離しイオン化する。最初に解離する 6 個の水素の解離定数 pKa は 1.5
と強酸性を示す。次に３個の水素が解離し、この pKa は 5.7、6.8、7.6 とされており弱酸性
の性質を持つ。残りの３個の水素の解離は、pKa が 10 以上である 3)。 
これらの性質は、生体内におけるイノシトール 6 リン酸の反応多様性に大きく関与してい
ると考えられている。生理的条件下では、複数箇所で水素解離が生じており、これらの解離
サイトは 2 価の金属イオン、鉄、カルシウム、マグネシウム、亜鉛などと結合し二座配位子
の金属錯体を形成することが知られている。 
それらの結合の強さは pH や 2 価の金属イオンの濃度・種類、イノシトール 6 リン酸の
濃度に依存して変化することが知られている。酸性条件下あるいは高イオン濃度では静電
相互作用が働くため、錯体が生じやすい。さらに結合の強さは金属イオンのイオン半径に依
存し、ある程度大きいイオン半径をもつ金属と結合しやすいことが知られている 4)。以上の
化学的性質を図 1.3 に示した。 
 
 
 
 
 
 
図 1.2 myo-イノシトール-6 リン酸 
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1・1・2 イノシトール 6 リン酸のキレート作用 
 
イノシトール 6 リン酸の生体内での重要な機能の一つとして、栄養学的に重要なさま
ざまな微量鉱物元素（カルシウムから亜鉛に至るまで）と結合し、複合錯体を形成する
ことによるミネラルストアーとしての機能があげられる。このミネラル保持力は、植物・
動物両方で様々な反応・代謝・生殖に活用されている。一方で、その強力な金属結合力
によりイノシトール 6 リン酸は強力なキレート剤としても知られている。その効果は、
生物反応などに使用される EDTA (ethylenediaminetetraacetic acide)などと同等であ
ることが報告されている 5,6)。“キレート(chelate)”とは『蟹の鋏』という意味で、イノシ
トール 6 リン酸の分子構造を見ると、 配位子中の二個の原子が、蟹が二つの鋏で獲物
を挟み持つような形で、中心の金属原子、あるいはイオンに配位してできた錯体構造を
形成している(図 1.3)。ヒトの体内ではこのイノシトール 6 リン酸の強力なキレート効
果によって過剰で不要なミネラルを捕らえ、フィチン酸塩という水に溶解せず、消化吸
 
 
図 1.3 イノシトール 6 リン酸と 2 価の金属イオンとの錯体形成における pH 依存性 
 第 1 章 イノシトール 6 リン酸(IP6) 
5 
 
収されない状態となり、体外へと排出する。生命の活動、維持に欠かせない重要な成分
であるミネラルは体内に適量存在することが重要であり、イノシトール 6 リン酸は過剰
なミネラルを体外へと排泄させる働きを持つ 1,5,7)。さらにこれらの機能は体内に蓄積し
た毒性の高い物質の排泄にも役だつ可能性があり、重金属による各種の疾病を軽減させ
る効果が期待されている 1)。 
 
 
Appendix A. 金属錯体について 8 ) 
錯体は、金属錯体、配位化合物ともいい、中心金属とそれを取り巻くように結合する配位
子とから構成される。 
① 配位子 (ligand) 
配位子を形作る原子団は、窒素や酸素原子など孤立電子対を持つ原子を介して金属
イオンと結合する。配位子には、中の１つの原子だけが中心原子との配位結合をつく
る単座配位子と、分子内にある複数の原子がともに中心原子との配位結合をつくる多
座配位子がある。 
② キレート 
二座以上の配位子が金属イオンを挟むような形で錯体を形成するとき、中心金属と
配位原子を含む環ができる。このような錯体をキレート(金属キレートあるいはキレ
ート化合物)と呼ぶ。二座以上の多座配位子は、一般的に単座配位子よりも安定な錯体
を生成する。 
③ 配位数と錯体構造 
錯体の構造は中心金属の種類、酸化状態および配位子の種類によって変わる。一般
に、錯体の中心金属に配位結合している原子団の数を配位数という。 
配位数として、2~12 (7を超える配位数の錯体の中心金属は原子番号の大きいものや希
土類元素であり、配位子が小さいイオンである場合が多い)が知られているが、多くの
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金属では 2，4，6 であり、直線形、正四面体形、平面正方形、正八面体を取るものが
多い。配位数がほぼ、1 種類に決まっている金属もあるが、Ni(II)や Co(II)のように配
位数が 4 および 6 である金属も存在する。 
④ 配位子理論 
配位子場理論では金属の d 軌道の軸方向から配位子(負電荷)が接近すると、d 軌道
との反発により d 軌道のエネルギーが上昇する。d 軌道への電子の配置の仕方で、高
スピン状態と低スピン状態の電子配置がある。   
⑤ 金属との相互作用により薬理活性の発揮される薬物の例 
薬物のいくつかは、金属イオンと相互作用、つまり、錯体形成により、その薬理作
用が発揮されることがある。 
オキシトシンは鉄(III)錯体にすると、抗真菌性、抗バクテリア性を示す。鉄(III)や
オキシトシン単独では、それぞれ作用を示さないが、金属と配位子を 1:1 で混合する
と、きわめて有効である。しかし、3:1 錯体のみが細胞膜を通過できるので、細胞内
に入り、2:1 や 1:1 の組成比をもつ錯体として細胞膜や細胞内成分と結合していると
推定される。 
⑥ 金属キレート剤 
金属毒の治療には、金属イオンの低毒性化あるいは体外排泄を促進させる薬剤投与
が有効な治療法となる。形成されたキレートは安定であるとともに、無害であること
が必要であるが、金属によっては形成されたキレートも毒性を持つことがあり、注意
が必要である。 
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1・1・3 イノシトール 6 リン酸の抗ガン効果 
 
多くの動物を扱った研究では大腸 9,10)、胸部 11,12)、肝臓 13)、前立腺 14)、横紋筋肉腫 15)、
皮膚 16)などのガンに対するイノシトール 6 リン酸の抗ガン効果が報告されている。抗ガン
効果のメカニズムはまだ明らかにされていないが、イノシトール 6 リン酸が細胞の薬物感
受性を変化させたり、免疫力を増大させたり、シグナル伝達の相互作用、抗酸化作用・キレ
ート作用が各々単独で、または協調して、抗ガン作用を示しているのではないかと考えられ
ている 17,18)  
細胞の状態を変化させる例としてはアポトーシスを誘導する遺伝子の増加が報告されて
いる。ヒトの腸のガン細胞である HT-29 細胞ではフィチン酸によってガン抑制遺伝子であ
る p53 と WAF1 遺伝子の発現が増加した 19)。p53 などのガン抑制遺伝子とは正常細胞が正
常であり続けるために必要で、その存在が結果としてガンの発生を抑えていると考えられ
る遺伝子である。現在、HT-29 細胞以外にも様々な細胞で、これらのガン抑制遺伝子への影
響が研究されている。 
免疫力を増大させる例としてはマウスのナチュラルキラー(NK)細胞の活性化があげられ
る。イノシトール 6 リン酸を投与したマウスでは NK 細胞が活性化したという報告がある
20)。NK 細胞とは白血球の中のリンパ球に分類される細胞である。リンパ球は 3 つの細胞に
分けられ、T 細胞、B 細胞、NK 細胞がある。NK 細胞は白血球全体の 15～20％の割合を占
め、殺菌作用が強く、常に体内をめぐり、ガン細胞やウイルス感染細胞に対し、単独で直接
働きかける細胞である。生まれつき(natural)の細胞傷害性細胞(killer cell)という意味で名
付けられた。 
シグナル伝達の相互作用の例としては、シグナル伝達の中の PI-3 キナーゼ(PI-3K)の活性
化抑制があげられる。PI-3K が抑制されることによって、activator protein 1 (AP-1)活性や
細胞形質転換が阻止されるという報告がある 21)。AP-1 は細胞の分化や増殖、アポトーシス
など多くの細胞プロセスを制御している転写因子である。そのため、AP-1 の活性が阻害さ
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れると、遺伝子の転写ができなくなる。細胞形質転換はその遺伝的性質を変え、正常な細胞
が無制限に分裂を行うようになりガン化につながると考えられている。従って、イノシトー
ル 6 リン酸が細胞質転換を抑制することで細胞のガン化を阻止している可能性が指摘され
ている。 
また、イノシトール 6 リン酸によって細胞の増殖抑制と成熟あるいは分化（生細胞形質
の発現）の促進が起源の異なる各種の培養細胞株で認められている。例えば、ヘモグロビン
を持たないヒトの赤芽球性白血病株 K-562 ではイノシトール 6 リン酸を処理すると細胞増
殖抑制が起こり、さらには低濃度で長時間培養すると、細胞数は減少し、ヘモグロビンを蓄
積し、より成熟した細胞に変化することが報告されている。これら一連の研究から、イノシ
トール 6 リン酸はガン細胞を死滅させるのではなく、正常化に導く可能性が示唆されてい
る 1,22)。 
抗ガン効果につながるイノシトール 6 リン酸のもう一つの役割として、抗酸化作用が挙
げられる。生体内に過剰に存在すると害を及ぼすといわれる活性酸素の発生防ぐ機能であ
り、金属イオンが活性酸素の発生を増強することから、イノシトール 6 リン酸がもつ金属
キレート作用がこの抗酸化作用に大きく関与している。イノシトール 6 リン酸が細胞障害
性の過剰な活性酸素を抑制することにより、脂質の過酸化反応、すなわち細胞膜の一部を構
成する脂質(脂肪)を破壊する反応を防ぎ、あるいは DNA の突然変異を抑え、ガン発生の予
防に寄与すると考えられている。その一方で、活性酸素を積極的に発生させて DNA に損傷
を与え、ガン細胞を死に到らしめる効果を持つ抗ガン剤も多く開発されている。抗酸化作用
と抗ガン効果とは相反する作用・効果ではある。しかし、ガン治療の方法として、抗ガン剤
や放射線治療に、抗酸化剤を併用すると、患者の生存率を高めるという報告などもあり、詳
しいメカニズムはわかっていない 23)。 
急性前骨髄球性白血病の治療では抗酸化物質が興味深い作用を示す例が報告されている。
この病気では、15 番染色体の一部と 17 番染色体の一部が切れて互いに入れ代わる相互転
座がおこっている。その時、17 番染色体にあるレチノイン酸受容体α遺伝子(RARα)が 15
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番染色体にある PML 遺伝子の下に移動し、PML/RARα融合遺伝子が作られる。この融合
遺伝子が作る PML/RARα蛋白質は、RARα遺伝子と PML 遺伝子から作られる蛋白質がも
ともと持っている白血球の分化・成熟作用を阻止し、その結果、急性前骨髄球性白血病では、
前骨髄球の段階で細胞の分化・成熟が停止し、前骨髄球が異常に増える急性前骨髄球性白血
病を発症する。活性型ビタミンＡであるレチノイン酸（ATRA、ベサノイド R）は抗酸化ビ
タミンとしての作用も持っている。急性前骨髄球性白血病では、レチノイン酸受容体α遺伝
子(RARα)が関与する異常な融合遺伝子ができることによりビタミンＡの受容体の作用が
抑えられ、細胞が分化・成熟できなくなっている。この治療法として、体内にある濃度の 100
倍近い大量のビタミンＡを投与すると、この白血病細胞を無理矢理、分化・成熟させて、ア
ポトーシスを導くことで、骨髄機能の正常化につながる。これをレチノイン酸による癌分化
(誘導)療法 (cancer differentiation therapy)という 24-27)。 
 
本研究の対象であるイノシトール 6 リン酸は抗酸化作用と抗ガン効果の両方の作用を持
つことから、上記に近い治療メカニズムを持つ可能性も視野に入れ、研究を進めた。 
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1・2 イノシトール 6 リン酸を用いたアパタイトセメント
(HAp-IP6) 
 
 
日本人の死亡原因の第一位はガンである。現在では死亡数の 30％を超え、3 人に 1 人は
ガンで死亡する状況であり、その治療方法の確立や看護のあり方をどのように考えていく
かということは、もはや社会問題ともいえる。ガンの一部には様々な組織から血管を通過し
て、骨に転移する可能性を持つものが多いことが知られている。骨転移を起こすと疼痛や脆
弱化による病的骨折を引き起こし、quality of life (QOL) が著しく低下する。疼痛、麻痺の
進行や病的骨折を起こしてしまう場合には、早期の離床を目指し、骨修復セメントで補強す
る治療を基本とし、症状に合わせ様々な人工材料で再強する治療方法が行われている。そこ
で近年、病変部の骨欠損に移植するために様々な材質、形状の人工骨が開発されている。現
在、臨床現場で利用されているセメントは硬化時における力学特性や生体適合性を含め、多
くの問題を抱えているのが現状である 2)。これらの材料形態には多孔体・顆粒・セメント(ペ
ースト状人工骨)などがあるが、これらの材料形態の中で、ペースト状人工骨として注目を
集めているのがヒドロキシアパタイト(HAp)である。「アパタイトセメント」として開発さ
れている HAp(Ca10(PO4)6(OH)2) などは骨組織と直接結合する「生体活性」を有するため、
整形外科や口腔外科などの領域で骨充填剤として臨床応用されている。 
 
( I ) アパタイト 
アパタイトの組成式は M10(ZO4)6X2で表される化合物の総称といえる。M, Z, X には以下
のような元素が入る。 
M ： H+,H3O+, Na+, K+, Ca2+, Sr2+, Ba2+, Pb2+, Zn2+, Mg2+, Fe2+, Ra2+, Al3+, Y3+, Ce3+, Nd3+, 
La3+, C4+, 空隙, その他 
ZO4 ： CO32-, SO42-, PO43-, CrO43-, AsO43-, VO43-, UO43-, SiO44-, GeO44-, 空隙, その他 
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X ： OH-, OD-, F-, Cl-, Br-, BO2-, CO32-, O2-, 空隙, その他 
 
この中でも、Ca10(PO4)6(OH)2はヒドロキシアパタイト (HAp)と呼ばれ、少量の炭酸イオ
ンを含む HAp は動物の骨や歯に多く見られる 28)。また、HAp は生体組織に対して為害性
はなく、硬組織代替材料の中では最も優れた生体活性を示す代表的なものである。骨組織内
に埋めると、比較的短時間で新生骨におおわれ、新生骨と直接結合する。軟組織との親和性
も良好である 29,30)。 
 
 ( II ) アパタイトセメント 
骨粗鬆症や脊椎の腫瘍 (がんの転移、骨髄腫など)によって椎骨の崩壊による骨折(圧迫骨
折)などの治療に、バルーン椎体形成術(Balloon Kyphoplasty; BKP)がある。この BKP と呼
ばれる治療には、ある種の粉末をある種の液体と混ぜると、数分間流動性を示し、そのあと
固まり、骨と結合し骨に近い力学的強度を示すもの、すなわち、アパタイトセメントが使わ
れている。そうした生活活性セメントの開発が現在進められ、いくつかのものがすでに実用
化されている。 
例えば、リン酸４カルシウム (Ca4(PO4)2O)とリン酸水素カルシウム (CaHPO4)の混合粉
末に少量のヒドロキシアパタイト粉末を種子結晶として加えたものに 0.2％程度の弱いリ
ン酸水溶液を混ぜると、数分間流動性を示し、6.5～30 分でヒドロキシアパタイトを析出し
て固まり、34～51 MPa の圧縮強度を示す 31)。また、リン酸二水素カルシウム１水和物 
(Ca(H2PO4)2･H2O)、α‐リン酸三カルシウム (α‐Ca3(PO4)2)および炭酸カルシウム 
(CaCO3)の混合粉末にリン酸ナトリウム (Na2HPO-NaH2PO4)水溶液を混ぜると、5 分間流
動性を示し、10 分後にヒドロキシアパタイトを析出して固まり、55 MPa の圧縮強度を示
す 32)。これらのセメントは、いずれもアパタイトを介して骨と結合する。ただし、荷重の
加わる部分で用いるには、より一層、力学的強度の向上が望まれる。 
また、Brown と Chow によって発明されたアパタイトセメント 32)は、現在臨床応用され
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ているセメントのうちで、最初のものであり、Bone Source として欧米で許可された。この
アパタイトセメントは基本組成としてリン酸四カルシウム (TTCP)とリン酸水素カルシウ
ム二水和物 (DCPA)あるいは TTCP と DCPD の等モル混合物であり、両者を水あるいはリ
ン酸塩水溶液で混和するとアパタイトが以下のように生成する。 
 
2 Ca4(PO4)2O  +  2 CaHPO4(･2H2O)          Ca10(PO4)6(OH)2  +  4 H2O     (1-1) 
 
すなわち、副生物なしに反応が進行しアパタイトを生成して硬化する。 
pH 7.5 近傍で TTCP と DCPA あるいは DCPD の溶解度が一致する。この pH では両者
は等しく安定であるが、この時の溶液中 Ca2+イオン濃度は常に HAp の溶解度よりも大き
く、HAp に対して過飽和となっているため HAp の析出がおこる。HAp の析出による濃度
低下は TTCP と DCPA の溶解を促すことになり、いわゆる、溶解‐析出型によるアパタイ
トへ転移が進行することとなる 33)。 
これらの材料は骨欠損部の補鎮剤として用いることができるが、単独では強度の点から
その応用には限界がある。これまでの臨床応用では骨粗鬆症に伴った大腿骨頸部骨折の固
定や補強に用いられる 34)。これらのセメントは多数の気孔を含み、抗生剤や成長因子、サ
イトカインなどのキャリアとして用いることができる 35)。すでに、抗生物質や抗がん剤の
キャリアとしていくつかの研究 36)があるが、最も注目されるのは骨誘導因子 (BMP)などの
生物学的な作用物質との組み合わせ、骨を分化誘導させる人工骨材料の開発である 35,36)。 
 これらのセメントは形態を骨欠損に合わせて作れるという利点はあるが、強度に関して
問題がある。骨吸収と骨形成がバランスよく生じれば一定の強度を維持できるが、バランス
が破断して吸収が優位になると強度が著しく低下した部分が生じてしまうことがある。 
現状の硬化時の問題を克服するためにイノシトール 6 リン酸のキレート作用を利用し、
従来のアパタイトセメントとは異なったメカニズムで硬化する骨修復セメントとして発案
されたものが HAp-IP6 である。HAp-IP6 はカルシウム化合物の表面にイノシトール 6 リ
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ン酸を吸着させた微結晶であり、その表面上にイノシトール 6 リン酸が存在することによ
って、イノシトール 6 リン酸の利点を応用し、従来の骨修復セメントを用いた「骨の強度を
高め、疼痛緩和させる治療」に使用するだけではなく、「転移したガン細胞の増殖抑制やガ
ンの予防など」を付加し、用途を拡充させた高機能セメントである。この高機能セメントで
ある HAp-IP6 を応用化学科の相澤守教授より供与を受け、本研究で使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 第 2 章 活性酸素とその生成機構 
14 
 
 
 
 
第 2 章  
活性酸素とその生成機構 
 
 
 
2・1 活性酸素・フリーラジカル 
 
酸素は、生きていくうえで必要不可欠なものである。酸素は基底状態でビラジカル性を示
し、その反応ポテンシャルが大きいことから、生物の呼吸に用いられ、酸素を用いた効率の
よいエネルギー代謝の過程で、その副産物として毒性の強いフリーラジカルや活性酸素が
生み出されている。生体では、その他数々の生理的、病的反応によってフリーラジカルが発
生し、免疫反応などの外敵に対抗するための武器としても利用される。一方で、その毒性が
老化、心筋梗塞、アトピー性皮膚炎などの原因ともなっている 37)。 
生体は高分子化合物であり、その化学的性質・反応性は分子を形成する全原子の結合によ
って決定される電子のエネルギー状態に依存している。原子核周囲の電子の状態は、量子力
学的に原子核の周囲の空間的運動(軌道運動)状態として表現される。各軌道にはスピン量子
数 S=±1／2 の状態の電子が対で存在できると考えられる。個々の原子が持つ電子の軌道
は、原子の結合によって生じた分子に固有な軌道エネルギー状態に変化する。分子の反応性
に寄与するのは、通常最もエネルギーの大きい最外殻の軌道電子、あるいは立体配置上の近
傍の軌道電子である。最外殻軌道において電子が対をなさない単独の電子 (不対電子)状態
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の分子や原子が存在し、これをラジカルと呼ぶ。これらは一般的に不安定で反応ポテンシャ
ルが大きいが、中には安定なラジカルも存在する。 
酸素原子を含みラジカル化した分子や、酸素原子を含んだ反応性の高い非ラジカル性の
分子を総称して活性酸素と呼んでいる。また、反応性に富む活性酸素やフリーラジカルがい
つも生体に障害を与え、疾病、発がん、老化に関わる悪者というわけではなく、時には生体
にとって必要なこともある 38)。 
 
酸素分子はその混成軌道π*2p の二つの軌道を各々１個の電子が占有することから、基底
状態でビラジカル性を示している (図 2.1)。この酸素のエネルギー状態は基底三重項状態と
表現される。酸素分子はこのように反応ポテンシャルが大きいことから、生物の呼吸に用い
られ、酸素を用いた効率のよいエネルギー代謝の中心分子として好気性生物の進化に大き
く寄与してきた。一方で、この酸素消費の代謝過程では、その副産物として毒性の強い有機
ラジカルや活性酸素の発生は不可避である 37)。生体内には、これらの余剰なストレス性分
子を除去するシステムが備わっており、カタラーゼやスーパーオキシドディスムターゼ 
(SOD)、ペルオキシダーゼなどの酵素や抗酸化ビタミンなどにより組織のダメージが防がれ
ている。一方で、近年これらの活性酸素の性質である酸化反応ポテンシャルの高さと短寿命
性を有効に利用する生体内システムが次々と発見されている。例えば白血球は活性酸素で
あるスーパーオキシド (O2-)や過酸化水素 (H2O2)などの作用によってウイルス等による感
染を防御するという重要な役割を果たしている。さらに、一酸化窒素 (NO)は、血管を弛緩
させ末梢の血流を確保する役割をもつ。その他、シグナル伝達や細胞の分化、アポトーシス
など、生理活性因子として知られている。 
このように様々な機能と障害性を併せ持つ酸化ストレス物質に対しては、生理的にその
生成がコントロールされている。このような体内の酸化還元状態を一定に保つ機能のこと
をレドックスレギュレーションと呼んでいる。これは、生体のホメオスタシス機能の一つで
あり、そのバランスが崩れ、活性酸素が必要以上に生じると、組織や遺伝子にダメージを与
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え様々な疾病の発症や、発ガン・老化に加担していくと言われている。 
次項では、活性酸素の代表例でもあり、本研究で扱った４種類の活性酸素について記す。 
 
 
 
  
a         b 
 
 
図 2.1 a 三重項酸素の電子配置，b 一重項酸素の電子配置 
 
基底状態の酸素分子は三重項酸素 (図 1.3a) と呼ばれ、3O2 で表される。この状態はそ
れぞれ上向きスピンの場合と下向きスピンの場合の 2 つ存在する。いずれもπ*2p 軌道を
1 個ずつの電子が占有し、全スピン量子数 S=1 の状態になる。すなわち、三重項酸素は 2
個の不対電子を有するビラジカルとなる。 
例えば、π*2p 軌道の片方のみに電子が占有した場合、一重項状態、つまり全スピン量
子数 S=0 となる状態となり、その状態の酸素分子を“一重項酸素”という。こうした、酸
素原子を含みラジカル化した分子や、酸素原子を含んだ反応性の高い非ラジカル性の分子
を総称して活性酸素と呼んでいる 37)。また、b の一重項酸素のπ*2p 軌道の片側にもう 1
つのスピンが入ると、”スーパーオキシド(O2-)”と呼ばれ、全スピン量子数 S=1／2 とな
り、これは活性酸素の中でもフリーラジカルと呼ばれるものに分類される。 
 
σ*2p
π*2p
π 2p
σ 2p
σ*2s
σ 2s
σ*1s
σ 1s
σ*2p
π*2p
π 2p
σ 2p
σ*2s
σ 2s
σ*1s
σ 1s
;電子, スピン 1/2
;電子, スピン -1/2
* ;反結合性軌道
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 2・1・1 スーパーオキシド(O2-) 
 
体内に細菌が侵入すると、防御機構が働き、身体を守る仕組みがあるが、その代表的な例
として白血球がある。白血球の中には食作用を持つマクロファージや好中球があり、それら
の食細胞内に細菌を取り込み、血球の膜が活性化され、スーパーオキシド(O2-)が発生する
39,40)。虚血、炎症、放射線など、様々な刺激によって生体内に生じるが、それ自体の反応性
は比較的低い 40)。スーパーオキシドとは酸素分子の 1 電子還元体であり、酸素分子に 1 個
余分に電子が付加したもので、塩基性非プロトン性溶媒中で酸素分子を 1 電子還元する電
解法によって容易に生成する活性酸素である 39)。生体にとって重要な働きをしている一酸
化窒素 (NO)とも反応し、NO の作用を消滅させる。また、脂質との反応性は低いが、H2O2
とすばやく反応し、フリーラジカルであるヒドロキシルラジカル(HO･)を生成させる。この
反応はハーバー・ワイス（Haber Weiss）反応と呼ばれ、この過程で O2-は酸素に変わる。 
ヒポキサンチンとキサンチンオキシターゼが酸素下で反応すると O2-が発生する 37-40)。O2-
を消去する酵素はスーパーオキシドジムスターゼ(SOD)と呼ばれ、生体内に多量に存在して
いる。その反応式を(2.1-2.3)に示す。 
 
H2O2 ＋ O2-     2HO･ ＋ O2                  (2.1) 
O2- ＋ 2H＋      H2O2 ＋ O2                   (2.2) 
NO ＋ O2-     ONOO-                      (2.3) 
 
また、O2-は一酸化窒素(NO)と反応し、反応性の高いペルオキシ亜硝酸イオン(ONOO-)を生
成する。そのため、SOD 存在下では O2-が抑制されるので、NO の血管拡張作用が持続する
ことが知られている 40)。 
  
 
SOD 
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 2・1・2 ヒドロキシルラジカル(HO･) 
 
 極めて反応性の高いラジカルで、細胞障害を与える主要な分子種と考えられている。種々
の物質から容易に電子を受け取るので、強力な酸化剤である。ほかにも水素引き抜き反応や、
二重結合、電子の付加反応などを行う。活性酸素による多くの生体損傷はこの HO･による
とされている。生体での HO･の生成は、過酸化水素と金属イオンとの反応や水に放射線を
照射したときなどに生じる。鉄イオンと H2O2による HO･の生成は、フェントン反応 (2.4)
としてよく知られている 37,40)。 
 
Fe2+ ＋ H2O2       Fe3+ ＋ HO・ ＋ HO-            (2.4) 
2H2O2            2H2O ＋ O2                          (2.5) 
2GSH ＋ H2O2       GSSG ＋2H2O                        (2.6) 
GSH；還元型グルタチオン  GSSG；酸化型グルタチオン 
 
従って、H2O2 の消去剤 (カタラーゼやグルタチオンペルオキシターゼ)や鉄の酸化酵素(フ
ェロキシダーゼ)は、間接的に HO･の消去剤として用いられる。in vitro で HO･の消去剤と
して用いられるものには、他にエタノール、メタノール、n-プロパノール、安息香酸ナトリ
ウム、ジメチルスルホキシド (DMSO)、メオニンなどがある 40)。 
 
 
2・1・3 過酸化水素（H2O2） 
 
不対電子をもたないためフリーラジカルではないので、安定して存在できるが、反応性は
高い。生体内の正常な営みで常に生じている活性酸素であり、SOD によって O2-から化学
反応式 (2.2)の反応で生成される。生体内で生じる H2O2生成の多くは SOD による O2-の不
GPx 
カタラーゼ 
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均化である。この反応から H2O2が生じるが、体内に分布するカタラーゼによる反応(2.5)や
グルタチオンペルオキシターゼ (GPx)による反応 (2.6)によって分解される。        
また、(2.4)のフェントン反応によって非常に毒性の高いヒドロキシルラジカル (HO･)が
生じる。しかし、このように有害な面ばかりが強調されていた H2O2に、細胞増殖活性や情
報伝達シグナルとしての機能が見出され、近年注目されている。特に様々な転写因子である
NF-κB または AP-1 の活性化をもたらし、様々な生命現象に関わっていることがわかって
きた。NF-κB とは免疫グロブリンκ軽鎖遺伝子のエハンサーに結合する因子として発見さ
れた転写制御因子であり、細胞の増殖・分化・ガン化などに関係している。AP-1 とはガン
原遺伝子として見出された Fos ならびに Jun ファミリーの遺伝子産物をサブユニットする
第ダイマーからなる転写制御因子であり、生体防御に関連する遺伝子群の発現を制御して
いる 40)。 
 
 
2・1・4 一重項酸素（1O2） 
 
 H2O2 と同様に、それ自身はフリーラジカルではない。三重項酸素 (3O2)の Pπ軌道上に
ある 2 つのスピンが半平行になったものである。2 個の電子が同じ軌道にあるものと、異な
る軌道にあるものの２つの状態があるが、前者はきわめて寿命が短く、ただちに後者になる
ので、ふつう 1O2といえば、後者を指す。一重項酸素は基底状態の三重項酸素分子より高い
エネルギー状態を有しているため反応性も高く、エネルギーを必要とする。そのため、過酸
化物の分解、光増感反応、超音波放電など、エネルギー性の高い反応によって一重項酸素が
生じる 39,40)。 
 生体内には、一重項酸素の生成する可能性のあるものとして、ビリルビンやリボフラビン 
(ビタミン B2)やヘム (ポルフィリン)などがあるが、通常は光から保護されているため、一
重項酸素は簡単には生成されない。しかし、光増感剤であるトランキライザー、抗生物質、
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抗炎症剤なども、これらの薬剤を服用して日光に強く当たると、皮膚障害を起こすことがあ
る。一方、特定のガン細胞などはヘマトポルフィリン誘導体を細胞内に取り込むため、光を
照射することにより一重項酸素を生成し、ガン細胞を死滅させることができ、光力学療法と
して利用されている 40)。 
 
 
2・1・5 一酸化窒素（NO） 
 
 
NO は O2-と反応してペルオキシナイライト (peroxynitrite：ONOO -)が生じる。また、
ONOO-から HO･が派生する反応式 (1-4) 。 生体内で生じた NO は安定な化合物としては
図 2.2 のように NO2-か NO3-となる。これらが血中や尿中に多いと体内のどこかで NO が発
生しており、感染、炎症、移植臓器拒絶反応などが起こっていると考えられる。 
NO は L-アルギニン (L-Arg)の窒素原子が酸化を受け、L-シトルニンを生じるときに発
生する 37,38)。その反応式を(2.7)(2.8)に示した。細胞内での L-Arg は、主に L-グルタミン酸
から供給され、NO 合成酵素 (nitric oxide synthase; NOS)が反応を触媒する。NOS には構
成常在の c (constitutive)NOS である内皮細胞 NOS (eNOS)、神経細胞 NOS (nNOS)と、サ
イトカインなどで誘導されて多量の NO を生じさせる i (inducible)NOS があり、本研究で
 
図 2.2 NO と O2-の代謝 41) 
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はマクロファージ由来の NO 産生を見ているが、マクロファージの NOS (mNOS)は iNOS
に属すことが報告されている 41-43)。 
 
L-アルギニン + NADPH + H+ + O2  →  NOHLA  + NADP+ + H2O         (2.7) 
NOHLA + 1/2 NADPH + 1/2 H+ + O2 → L-シトルリン + 1/2 NADP+ + NO + H2O   (2.8) 
NOHLA ; Nω-ヒドロキシ-L-アルギニン (中間代謝物) 
 
 
 
 
 
 
2・2 PLB-985 細胞と X-CGD 細胞 
 
2・2・1 PLB-985 細胞 
 
本研究で使用したリンパ球 B 細胞由来前骨髄性白血病細胞 PLB-985 は骨髄細胞の機能
を持ったまま未分化の状態で増殖する性質を持っており、ある一定の条件下で新しい機能
を獲得し、末梢血液細胞様へと変化していく 44)。PLB-985 細胞は phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA)で処理することにより、人為的に細胞分化を誘導させることができる。PMA
処理を行った際、細胞膜に存在する NADPH オキシターゼが活性化することにより、活性
酸素が生成される 45)。 
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2・2・2 X-CGD 細胞 
 
NADPH オキシターゼは膜タンパク質 cytochrome b558 (gp91phox,p22phox)と細胞質因子 
(p47phox,p67phox,p40phox, Rac)から成る複合酵素である 45-48)。遺伝子的に cytochrome b558、
またはその他の細胞内タンパク質が変異もしくは欠損すると、NADPH オキシターゼが正
常に機能しなくなり、活性酸素が生成されなくなる。活性酸素の産生量が低下すると、重傷
感染を繰り返す免疫不全の疾患、慢性肉芽腫症 (chronic granulomatous disease:CGD) に
なる。本研究で使用した X-CGD 細胞は、PLB-985 細胞の cytochrome b558を構成するタン
パク質の一つ、gp91phoxの遺伝子の一部を遺伝子操作で不活化させた細胞であり、X 染色体
劣勢型の慢性肉芽腫症のモデル細胞である 46)。 
本研究では活性酸素の生成できる PLB-985 細胞と、活性酸素の生成できない X-CGD 細
胞 (NADPH オキシターゼノックアウト細胞)を用い、両細胞の比較検討を行い、フィチン
酸が NADPH オキシターゼに及ぼす影響を解明する。 
 
 
2・2・3 NADPH オキシターゼ 
 
ヒトの体内には食細胞 (phagocyte)とよばれる細胞が存在している。白血球のなかでは好
中球、単球・マクロファージ等の細胞がある 46)。白血球のなかで最も数が多い好中球は、
全体のおよそ 60-70％を占めている。好中球は非常に運動性が高く、感染が起こると速やか
にその部位へ集合し、感染部位の微生物を貪食・殺菌する。この殺菌は、好中球の産生する
活性酸素により行われ、この活性酸素の発生に関わる酵素が NADPH オキシダーゼである。
NADPH オキシターゼは活性酸素の一つである O2-の生成酵素として認識されてきた (図
2.2)。NADPH オキシターゼは膜タンパク質である cytochrome b558と細胞質タンパク質か
ら構成されている。また、細胞質の NADPH から電子を受け取り、それを用いて細胞外の
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酸素分子を 1 電子還元し、O2-を生成する酵素である。このときの反応式は (2.9)のようにな
る。 
 
2O2 + NADPH → 2O2- + NADP+ + H+      (2.9) 
 
NADPH が酸化されて NADP+ (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) になるの
で、NADPH オキシターゼと呼ばれる。NADPH から酸素分子への電子伝達はすべて
NADPH オキシターゼが担っている 41-46)。O2-は O2から生成する最初の還元体であり、様々
な活性酸素の前駆体となる。O2-はスーパーオキシドジスムターゼ (SOD) を触媒として不
均化反応(2.10)により過酸化水素 (H2O2) に変わる。 
 
2O2- ＋ 2H+ → H2O2 ＋O2          (2.10) 
 
また、O2-と H2O2から鉄などの金属イオンを触媒とするフェントン反応 (2.11) により HO･
が生成する。 
 
H2O2 ＋ O2-  2Fe  O2 ＋ OH- ＋ HO･      (2.11) 
 
さらに H2O2 は好中球や単球から放出されたミエロペルオキシターゼ (MPO)の作用で次亜
塩素酸 (HOCl)へと変換される (2.12)。 
 
H2O2 ＋ HCl → HOCl ＋ H2O       (2.12) 
 
このような反応を経て発生した O2-，H2O2，HO･などの活性酸素が侵入した微生物に対す
る強力な殺菌剤として働く。ただし、O2-自身の殺菌力は弱い (図 2.3) 。 
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2・2・4 cytochrome b558 
 
O2-を生成する酵素は cytochrome b558 である。cytochrome b558 は p22phox と gp91phoxと
いう 2 つのサブユニットからなる (図 2.4)。CGD の約 70％は cytochrome b558を欠いてい
るが、gp91phox欠損型 CGD 患者の好中球では p22phoxの mRNA レベルは正常であるにもか
 
 
 
 
 
図 2.3 食細胞 NADPH オキシターゼによる活性酸素生成と殺菌 
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かわらず、p22phoxタンパク質は検出されない。また、p22phox欠損型 CGD ではタンパク質
レベルで gp91phox が認められないので、両サブユニットが会合して安定に存在できると推
定されている。 
食細胞 NADPH オキシターゼの酵素本体である cytochrome b558は、それ自身で NADPH
からフラビン(FAD)さらにヘムを経て酸素分子に電子を輸送する「完全な電子伝達系」を構
成している。図 2.4 にはヘムを 1 つしか描いていないが、ヘムは gp91phox 内に 2 つ存在す
ると考えられており、細胞質に存在する活性化タンパク質 (p47phox，gp67phox および Rac)
は刺激に伴い細胞膜に移行して cytochrome b558と相互作用することにより、オキシターゼ
を活性化する。 
また、cytochrome b558 は内に NADPH 結合部位と電子伝達のための FAD をもつ特種な
cytochrome である 47-52)。すなわち cytochrome b558の中には「NADPH→FAD→ヘム→酸
素分子」という電子伝達経路がすべて含まれていることになる。細胞刺激時には細胞膜に存
在する cytochrome b558 が細胞質の NADPH から電子を受け取り、その電子を最終的に細
胞外(あるいは細胞内)の O2に渡して O2-が生成される(図 2.2)。好中球が刺激され O2-生成が
起こるときに、細胞休止時には細胞質に存在していたタンパク質が細胞膜に移行すること
が知られている。その中に p47phox，p67phoxおよび低分子量 GTP 結合タンパク質 Rac があ
り、これら 3 つのタンパク質が cytochrome b558の活性化に直 
接関与すると考えられている 46, 51-53) 。 
 
 第 2 章 活性酸素とその生成機構 
 
26 
 
 
 
  
 
                     
                     図 2.4  NADPH オキシダーゼ活性化機構 
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第 3 章  
活性酸素種の検出方法 
 
 
 
3・1 電子スピン共鳴（ESR）装置による検出 
 
3・1・1 ESR 装置 
 
電子スピン共鳴法 (ESR : Electron Spin Resonance) は、1945 年に、ザボイスキ－
により発見された電子スピンを検出する手法であり、原子核スピンを検出する核磁気共鳴
法 (NMR : Nuclear Magnetic Resonance) と同じ原理に基づく磁気共鳴分光法の一つ
である。原子や分子の不対電子である電子 (Electron)がスピン (Spin:回転運動)することで
生まれる固有の運動エネルギーと、マイクロ波発振装置を使って外部から照射するマイク
ロ波が共鳴 (resonance)して、その吸収を観測することから ESR 測定といわれる 54)。 
ESR 装置は物質中にあるフリーラジカル、および常磁性を示す物質を測定対象とし、不
対電子の磁気的な性質を通じてフリーラジカルの量、構造、電子状態、および緩和時間に関
する情報を得るための磁気分光装置である 54-59)。本研究では X バンドの ESR 装置 (JEOL 
JES-RE1X) を用い、フリーラジカル検出を行った。フリーラジカル検出の主な方法は、電
子スピン共鳴とスピントラッピング法 (ESR スピントラップ法) である。ESR 装置図を図
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3.1 に、ESR の構造を図 3.2 に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.1 ESR 装置図 55) 
(A) 電磁石 (B)磁場制御 (C)マイクロ波発信器と調整部 (D)キャビティ(E)アイリス調整棒 
(F)信号検出感度調整 (G)磁場変調制御 (H)時定数 (I)レコーダ (Ｊ)周波数カウンター 
 
図 3.2 ESR の構造 
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3・1・2 電子スピン共鳴 
 
電子は質量と電荷 ( e )をもち自転運動をするので、スピン磁気モーメント eμ をもつ(図
3.3)。孤立電子の場合 eμ の大きさは 
Be m
eh 


4
μ
                
(3.1) 
で表される。ここで B はボーア磁子と呼ばれる磁気モーメントの単位素量である。一般に、
この磁気モーメント B をもつ電子に定磁場H がかけられたとき、電子の持つエネルギーE
は、 
 cosHBe  HμE              (3.2) 
と表すことができる (は eμ とHの角度差)。電子の場合、そのエネルギーは量子化され、
磁気モーメント磁場の方向に対して平行 (αスピン)か反平行 (βスピン)の 2 つのエネルギ
ー準位を持つ。このことをふまえて式(3.2)を書き直すと、 
)2( sB mHE                  (3.3) 
となる。 sm は磁気量子数と呼ばれており、 sm は−1/2 (平行)か+1/2 (反平行)の値を持つ (図
3.4)。従って、磁場H中、電子のもつエネルギーは－ HB  (平行)か HB  (反平行)となる。
電子は通常、安定なエネルギー状態を選ぶので、エネルギーが低い状態 ( sm = −1/2) にある。
磁場 H 下において電子がこのようなスピン方向の対称性に依存したエネルギー準位を示す
ことをゼーマン分裂とよぶ。 
ここで外部から周波数 をもつ電磁波を電子に与えると、電磁波のエネルギー h が 2 つ
のエネルギー間隔 HB2 に等しくなったとき、電子は h を吸収して高いエネルギー状態に
移る。この現象を電子スピン共鳴 (Electron spin resonance)とよぶ。このときの共鳴条件
は、 
02 Hh B                  (3.4) 
となる。 0H は共鳴磁場を示す。 
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現実的な系では、原子や分子の中の電子は原子核の周囲を軌道運動している。この軌道運
動による寄与は、共鳴条件式 (3.4)の右辺の定数 2 への補正となって表れる。一般的には 2
の代わりに、   eg g gを用いる。ここで eg とは、孤立電子の場合に相対的補正を加えた
ときの値で、 002316.2eg となる。また g は不対電子の軌道運動、他の電子からの影響な
どをすべて含んでいる。この gを用いて一般的な共鳴条件を書き直すと、 
0Hgh B                  (3.5) 
となる。比例定数 gを g値とよぶ。 g値はどのような磁場で共鳴が観測されるかを表す因子
である。 
いま、空間に N 個の電子が存在するとする。この空間に磁場H をかけると、電子のスピ
ン磁気モーメントは、磁場 H に対して平行 (下準位)か反平行 (上準位)の向きをとる図 
(3.5)。前述のように、電子は通常下準位に入っているが、準位間の間隔が小さいために熱励
起を受ける。そのため、上準位にも必ず存在する。下準位の電子の個数を N−、上準位の電
子の個数を N＋とすると、N＝N−+N+である。この空間に周波数 の電磁波が照射され、磁
場H が式 (3.5)の共鳴条件を満たせば、下準位の電子が電磁波を吸収して上に、また、上
準位の電子は電磁波を放出して下に遷移する。両遷移の確率は等しいので、電磁波の正味の
吸収は N＋と N−との差 (N+−N−)によって決まる。55-57) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 3.3 電子スピンと磁気モーメント 
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図 3.4 ゼーマン分裂 
 
 
 
 
図 3.5 ESR の原理 
 
 
 
 
図 3.6 共鳴条件が続く理由 
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3・1・3 スピン格子緩和時間 
 
h のエネルギー吸収によって次々と遷移を続けると、N+と N−が等しくなり、エネルギ
ー吸収をしなくなる。しかし、現実には励起された電子は 1T という平均寿命で外部にエネ
ルギーを放出して元の下の準位に戻る (図 3.6)。このため、定常的なエネルギー吸収が維持
されることになる。ここでいう 1T をスピン格子緩和時間と呼ぶ。 
 
 
3・1・4 スピンスピン緩和時間 
 
1 個の不対電子の磁気モーメントを e のようにベクトルで表せば、 n個からなる系での
磁化は、 



n
i
e
1
μM
                
(3.6) 
で表される。熱平衡にあるとき、M は静磁場Hの方向を向いており、その大きさ 0M は
)(   nnB に等しくなる。M はある瞬間には任意の方向を向いているとする。実験室系
におけるM を ),,( zyx MMMM のように zyx ,, の各成分で表す。また、これまで h とし
てきたエネルギー量は電磁波を考慮する際、 tH 2cos2 1 で表され、x軸方向に偏極した振
動磁場として考える。そして、これを z軸まわりに、反対向きに t2 で回転する 2 成分の
回転磁場に分解する(図 3.7)。このようにして、共鳴と関係する反時計方向にまわる成分の
みを考慮する。従って、磁場ベクトルH は 
),2sin,2cos(),,( 011 HtHtHHHH zyx H       (3.7) 
 
となる。また、Bolch は次のような方程式を提案した。 
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RMHM  )(
dt
d
               
(3.8) 
)2//(  hg B (磁気角運動量比)より、 



 
1
0
22
,,
T
MM
T
M
T
M zyxR
              
(3.9) 
ここで、T2とは xM および yM が緩和する様子を表す時間で、スピン-スピン緩和時間とよぶ。 
式 (3.8)はHのもとでM がどのように運動するかを示す方程式であり、右辺第 1 項はH
の方向を軸として H の各周波数でM を歳差運動させようとする力の項である。また、第 2
項の Rは Bloch が先見的に導入した緩和を表す項で、 yx MM , は時間 2T で、 zM は 1T で 0M
に向かって緩和すると仮定した。 
ここで、回転磁場と同じ速度で z軸まわりに回転する回転系を考えると、式 (3.8)の定常
解が求められ、この回転系における磁化は 1H と同位相の成分u 、それよりπ/2 ずれた成分
v 、および zM で次のように表される。 
















)/()/1()(
)/1()(
)/()/1()(
)/1(
)/()/1()(
)(
21
2
1
22
2
2
0
2
2
2
0
0
21
2
1
22
2
2
0
201
21
2
1
22
2
2
0
001
TTHTH
THMM
TTHTH
TMHv
TTHTH
HMHu
z 





      (3.10)
 
ここで、共鳴現象と関係する成分は u  および v で、これらを の関数として図示すると、
図 3.8 のような曲線が描ける。図 3.8 でいう xは に対応している (付録 A)。これらのうち
でエネルギー吸収と関係するのは v 成分で、これがエネルギー吸収曲線に対応する。v の最
大値を示す位置は、式  (3.10)からわかるように分母の 00  H とおくと求まり、
)2//(00  hHgH B となり、式 (3.5)の共鳴条件式と一致する 55,57)。ESR では、通
常このエネルギー吸収曲線を検出し一次微分曲線として表現している。 
 
 第 3 章 活性酸素種の検出方法 
34 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.7 M と N+−N-との関係 
 
図 3.8 u および v の に対する変化(   0Hx ) 
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3・1・5 超微細相互作用 
 
電子スピンの磁気モーメントと核スピンの磁気モーメントの間に働く磁気双極子相互作
用を超微細相互作用という。これは、核スピンをもつ原子核から電子スピンへの効果であり、
電子スピン共鳴において極めて重要な相互作用である。電子スピンと核スピンの磁気モー
メントはそれぞれ式 (3.11) と式 (3.12) で与えられた。 
S = − ge S                         (3.11) 
I = − gn nI                         (3.12) 
これらを磁気双極子相互作用のエネルギー式 (3.13) に入れて、ハミルトニアン Hdip をえ
る。 
 
Hdip=-
μ0
4π
geμBgnμn ൜
S・I
r3
- 3൫S・r൯൫I・r൯
r5
ൠ              (3.13) 
 
これを超微細相互作用の双極子項という。この式のベクトルを展開して、電子の波動関数で
積分すると、式 (3.14) のようにテンソルで表現したスピンハミルトニアンをえる。 
 
Hdip=-
μ0
4π geμBgnμn ቊ
〈
𝑟ଶ − 3𝑥ଶ
𝑟ଷ
〉 𝑺𝒙𝑰𝒙 + 〈
𝑟ଶ − 3𝑦ଶ
𝑟ଷ
〉 𝑺𝒚𝑰𝒚 + 〈
𝑟ଶ − 3𝑧ଶ
𝑟ଷ
〉 𝑺𝒛𝑰𝒛
− 〈
3𝑥𝑦
𝑟ହ
〉 ൫𝑺𝒙𝑰𝒚 + 𝑺𝒚𝑰𝒙൯ − 〈
3𝑦𝑧
𝑟ହ
〉 ൫𝑺𝒚𝑰𝒛 + 𝑺𝒛𝑰𝒚൯ − 〈
3𝑥𝑧
𝑟ହ
〉 (𝑺𝒙𝑰𝒛 + 𝑺𝒛𝑰𝒙)ቋ 
= -
μ0
4π geμBgnμnൣ𝑺𝒙𝑺𝒚𝑺𝒛൧・
⎣
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎡〈
𝑟ଶ − 3𝑥ଶ
𝑟ହ
〉 − 〈
3𝑥𝑦
𝑟ହ
〉 − 〈
3𝑥𝑧
𝑟ହ
〉
− 〈
3𝑥𝑦
𝑟ହ
〉 〈
𝑟ଶ − 3𝑦ଶ
𝑟ହ
〉 − 〈
3𝑦𝑧
𝑟ହ
〉
− 〈
3𝑥𝑧
𝑟ହ
〉 − 〈
3𝑦𝑧
𝑟ହ
〉 〈
𝑟ଶ − 3𝑧ଶ
𝑟ହ
〉⎦
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎤
・ = 𝑺・𝑨𝒅𝒊𝒑・𝑰 
(3.14) 
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また、電子は原子核の位置まで広がっており、超微細相互作用には r=0 の項が加わる。実際
には r=0 を中心とする半径は原子核の半径程度) の球を考え、磁気双極子エネルギー
U(r)に電子の波動関数をかけて積分を行うと、 
 
∫ 𝜓∗(𝒓)௥ஸఋ 𝑈(𝒓)𝜓(𝒓)𝑑𝑟 = −
ఓబ
ସగ
଼గ
ଷ
(𝝁𝟏・𝝁𝟐)|𝜓(0)|ଶ     (3.15) 
 
をえる。ここで|ψ(0)|2 は→の極限をとった結果である。式 (3.11) と式 (3.12) を用い
て、スピンハミルトニアンになおすと、 
 
𝐻௜௦௢ =
ଶఓబ
ଷ
geμBgnμn|𝜓(0)|ଶ𝑺・𝑰 = 𝐴଴𝑺・𝑰         (3.16) 
 
これは S について等方的な項（等方性項）であり、この係数 A0を等方的超微細結合定数と
いう。 
𝐴଴ =
ଶఓబ
ଷ
geμBgnμn|𝜓(0)|ଶ                     (3.17) 
 
この等方性項をフェルミの接触相互作用あるいは、フェルミ相互作用とよんで、双極子項と
区別する。 
 
  
超微細相互作用は等方性項と双極子項をまとめて次のようになる。 
𝐻௛௙ = 𝑺・𝑨𝟎・𝑰 + 𝑺・𝑨𝒅𝒊𝒑・𝑰 = 𝑺・𝑨・𝑰        (3.18) 
𝑨 = 𝑨𝟎 + 𝑨𝒅𝒊𝒑                      (3.19) 
 
これが超微細相互作用のスピンハミルトニアンである。異方性項 Adip は球対称の電子分布
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では寄与しない。また、その対角成分は和をとると式 (3.14) から 0 になる。また、Adipテ
ンソルを対角化して示すと、 
𝑨 = 𝑨𝟎 ൥
1 0 0
0 1 0
0 0 1
൩ + ቎
𝐴௫
, 0 0
0 𝐴௬
, 0
0 0 𝐴௭
,
቏             (3.20) 
 
ここで、Ai=A0+Ai，(i=x,y,z)であり、Tr[A]=3A0が成り立つ。A あるいは Aiを超微細結合定
数という。超微細結合定数は不対電子の周囲または中心の核スピンの情報を知る ESR の重
要なパラメーターである 60)。 
 
 
3・1・6 スピントラッピング法 
 
 
フリーラジカルは通常その反応性の高さから、不安定なため、寿命が極めて短い。そのた
め、生物反応が行われる常温中でそのまま ESR を用いて測定することは困難である。その
ため、比較的安定なラジカル種（長寿命ラジカル）に変換してから、ESR シグナルを観測
し、不安定ラジカル種を同定する方法がスピントラッピング法である 61,62)。 
 
理想的なスピントラップ剤の条件は①ラジカルとの反応速度が速いこと、②生成したス
ピンアダクトが安定で長寿命であること、③スピンアダクトの生成が特異的であること、④
トラップ剤自身が反応に影響を与えないこと、⑤溶解度が大きいこと、以上の項目を満たす
ことである。本研究で用いたスピントラップ剤は、活性酸素種の同定でよく用いられる 5,5-
dimethyl-1-pyrroline-N-oxide (DMPO)と、より安定したスピンアダクトを形成する 2-(5,5-
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Dimethyl-2-oxo-25-[1,3,2]dioxaphosphinan-2-yl)-2-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole 1-
oxide (CYPMPO)を用いた。これらのスピントラップ剤は O2-や HO・と反応し、それぞれ
についてスピンアダクトを形成する。 
DMPO をトラップ剤としたときの O2-のスピンアダクトを DMPO-OOH、HO･のスピン
アダクトを DMPO-OH と表す。DMPO-OOH の構造と ESR シグナルを図 3.9 に示す。
CYPMPO と O2-のスピンアダクトを CYPMPO-OOH、HO･とのスピンアダクトを
CYPMPO-OH と表す。これらの構造と ESR シグナルを図 3.10 に示す。 
 
 
 
3・1・7 超微細結合構造 
 
不対電子が原子、分子の軌道にある場合、原子核がもつ磁気モーメント(核磁気モーメント)
による影響を考慮しなければならない。電子の近くに核スピンをもつ原子核があると、核ス
ピンの向きに応じて実効的に磁場が電子に働き、外部磁場と異なる大きさの磁場で共鳴が
発生することになる。このとき実際の電子スピン共鳴吸収は、電子スピンと核スピンの相互
作用により、1 本の吸収線が分裂し、この共鳴吸収を超微細構造と呼ぶ。 
核スピンを I で表すと、核スピンの向きは( 12 I )個ある。そのために( 12 I )個の共鳴条
件が満たされることになり、式(3.5)の共鳴条件は 
)( 0 IB amHgh      ),,1,( IIIm I       (3.11) 
と書きなおされる。定数 aを超微細結合定数といい、不対電子と原子核の相互作用を表す指
標となる。分子構造が異なるラジカルは電子と核スピン間の相互作用も異なるので、超微細
結合定数にも違いが現れ、その結果ラジカルごとに特異的な ESR スペクトルパターンを与
える 56,57)。3.1.3 で述べた DMPO-OOH と DMPO-OH、CYPMPO-OOH と CYPMPO-OH
の超微細結合をそれぞれ図 3.11 a,b,c,d に示す。 
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a) 
 
図 3.9  a) DMPO-OOH，b) DMPO-OH の構造と ESR シグナル 
 
 
 
図 3.10  a) CYPMPO-OOH，b) CYPMPO-OH の構造と ESR シグナル 
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b) 
 
図 3.11   a) DMPO-OOH と b) DMPO-OH, c) CYPMPO-OOH と d) CYPMPO-OH の超微細結合  
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3・2 X/XOD 系による O2-生成 
 
キ サ ン チ ン オ キ シ タ ー ゼ (Xanthine Oxidase; XOD)  は ヒ ポ キ サ ン チ ン
(Hypoxanthine(C5H4N4O))をキサンチン(Xanthine(C5H4N4O2))に、また、キサンチンを尿
酸(C5H4N4O3)に酸化する酵素である。この反応の結果、O2-が生成される。この反応は容易
に引き起こすことができるので、O2-生成系のモデルとしてよく用いられている 61)。 
 
 
 
 
 
  
本研究では O2-の生成にこの反応モデルを使用した。 
 
3・3 フェントン反応による HO･生成 
 
2 価鉄は過酸化水素分解反応を介して、効率よく HO･の発生を促進する。 
Fe2++H2O2→HO・+Fe3++OH-                   (3.12) 
実際の反応系には 2 価鉄イオン生成法によって、いくつかの組み立て方がある。また、鉄
イオンの代わりにチタン (Ti2+)も用いられる 62)。生体内では生理的な多くの反応に関与し
ていることが報告されている銅 (Cu2+)も上記の反応を担う金属として重要性が指摘されて
いる 61)。本研究では副次的な反応が無いことと、取り扱いの容易さから、硫酸アンモニウ
ム鉄(Ⅱ)六水和物 ((NH4)2Fe(SO4)2･6H2O；分子量 392.1)を用いた。 
  
 
 
図 3.9 O2-生成モデル 
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第 4 章  
無細胞系におけるイノシトール 6
リン酸の効果 
 
 
 
イノシトール 6 リン酸の生体内効果として早くから知られているのは、抗酸化能である。
抗酸化機能を持つ物質には、ビタミンＣに代表されるようなラジカル性の活性酸素を直接
消去する物質、生成した酸化ストレス物質を分解する SOD やカタラーゼなどの酵素、生体
内でのレドックス機能を強化する物質など様々な種類が知られている。本章では、イノシト
ール 6 リン酸の抗酸化メカニズムの詳細を明らかにすることを目的した。実験には、無細
胞系、すなわちここでは生理的条件下の反応系を用い、イノシトール 6 リン酸と各種活性
酸素との反応性について検証を行った。活性酸素検出法には ESR スピントラッピング法を
用いた。 
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4・1 スピントラップ剤の決定  
 
本研究では活性酸素種の中でも ESR で検出できる O2-と HO･を扱った。実験条件下での
スピントラップ剤の反応性を確認するため 2 種類のスピントラップ剤、一般的によく用い
られる 5.5-Dimethyl-1-pyrroline N-oxide (DMPO)と比較的新しい 2-(5,5-Dimethyl-2-oxo-
2λ5-[1,3,2]dioxaphosphinan-2-yl)-2-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole1-oxide (CYPMPO)を
用いた。 
 
 
試薬 
 
＜O2-の生成＞ 
 O2-はヒポキサンチン(Hypoxanthine; Hyp)を基質として、キサンチンオキシダーゼ
(Xanthine oxidase; XOD)の酵素反応(図 3.9)を利用して生成した。Hyp は和光純薬工業製、
XOD は CALBIOCHEM 社製を使用した。 
 
＜HO･の生成＞ 
HO･の生成には式(3.12)のフェントン反応を利用し、H2O2 と Fe2+の反応を用いた。和光
純薬工業社製 硫酸アンモニウム鉄(Ⅱ)と和光純薬工業社製 H2O2を使用した。 
 
トラップ剤には同仁化学研究所製の DMPO、ラジカルリサーチ社製の CYPMPO を使用
した。 
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実験方法 
 
表 4.1～4.4に記載された番号順に試料を試験管に
入れた後、ESR 溶液測定用の石英フラットセル(図
4.1)に移し変え、直ちに室温で測定した。また、各実
験の ESR の測定条件は表 4.5~4.8 に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
図 4.1 ESR 測定用セル 
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表 4.1 O2-生成（トラップ剤：DMPO） 
  試料 投入量 最終濃度 
① 50 mM Na リン酸 buffer (pH7.4)  110 ℓ 28.6 mM 
② 5 mM Hyp／ 50 mM Na リン酸 buffer (pH7.4) 50 ℓ 1.30 mM 
③ 10 mM DATAPAC／50 mM Na リン酸 buffer (pH7.4）  20 ℓ 1.04 mM 
④ 10 M DMPO  2 ℓ 100 mM 
⑤ 0.27 U/ml XOD 10 ℓ 0.014U/ml 
 
 
表 4.2 HO･生成（トラップ剤：DMPO） 
  試料 投入量 最終濃度 
① 50 mM Na リン酸 buffer (pH7.4)  180 ℓ 43 mM 
② 10 M DMPO 2 ℓ 100 mM 
③ 0.1mM (NH4)2Fe(SO4)2水溶液 20 ℓ 0.01 mM 
④ 0.3％ H2O2 6 ℓ 3.7 mM 
 
 
表 4.3 O2-生成（トラップ剤：CYPMPO） 
  試料 投入量 最終濃度 
① 50 mM Na リン酸 buffer (pH7.4)  100 ℓ 25 mM 
② 5 mM Hyp／ 50 mM Na リン酸 buffer (pH7.4) 50 ℓ 1.3 mM 
③ 10 mM DATAPAC／50 mM Na リン酸 Buffer (pH7.4)  20 ℓ 1 mM 
④ 100 mM CYPMPO  20 ℓ 10 mM 
⑤ 0.27 U/ml XOD 10 ℓ 0.014 U/ml 
 
 
表 4.4 HO･生成（トラップ剤：CYPMPO） 
  試料 投入量 最終濃度 
① 50 mM Na リン酸 buffer (pH7.4)  180 ℓ 39 mM 
② 100 mM CYPMPO 2 ℓ 10 mM 
③ 0.1mM (NH4)2Fe(SO4)2水溶液 20 ℓ 0.1 mM 
④ 0.3％ H2O2 6 ℓ 3.7 mM 
 
表 4.5 DMPO-OOH における ESR の設定 
Sweep Width  5.0 mT 
Data Points 8192 
Gain 2500 
Start Points 0 
Modulation Witdth 0.1 mT 
Tim Constant 0.1 sec 
Sweep Time 4 min 
Center Field 335.482 mT 
Temperature 25 ℃ 
Microwave Frequency 9.2GHｚ 
Power 10.000 mW 
 
表 4.6 DMPO-OH における ESR の設定 
Sweep Width  5.0 mT 
Data Points 8192 
Gain 2500 
Start Points 0 
Modulation Witdth 0.1 mT 
Tim Constant 0.1 sec 
Sweep Time 4 min 
Center Field 335.482 mT 
Temperature 25 ℃ 
Microwave Frequency 9.2GHｚ 
Power 10.000 mW 
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結果と考察  
[DMPO の不安定性] 
 
 
 
O2-を発生する Hyp-XOD 系にスピントラップ剤として DMPO を加え、ESR スピントラ
ップ法で測定を行った結果を図 4.2(a)に示した。この図より、O2-が DMPO にトラップされ
た DMPO-OOH アダクトと、DMPO-OH アダクトが検出されていることが明らかとなっ
 
 
 
図 4.2 O2-生成における DMPO アダクトの変化 
a) イノシトール 6 リン酸 0 mM  b) イノシトール 6 リン酸 26 mM 
 
 
表 4.7 CYPMPO-OOH における ESR の設定 
Sweep Width  7.5 mT 
Data Points 8192 
Gain 500 
Start Points 0 
Modulation Witdth 0.125 mT 
Tim Constant 0.3 sec 
Sweep Time 4 min 
Center Field 335.450 mT 
Temperature 25 ℃ 
Microwave Frequency 9.443GHz 
Power 10.000 mW 
表 4.8 CYPMPO-OH における ESR の設定 
Sweep Width  7.5 mT 
Data Points 8192 
Gain 790 
Start Points 0 
Modulation Witdth 0.4 mT 
Tim Constant 0.3 sec 
Sweep Time 4 min 
Center Field 336.000 mT 
Temperature 25 ℃ 
Microwave Frequency 9.443GHz 
Power 10.000 mW 
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た。この系に 26 mM のイノシトール 6 リン酸を加えた結果を図 4.2 (b)に示した。イノシト
ール 6 リン酸を加えると、DMPO-OOH、DMPO-OH ともにスペクトルは小さくなった。 
DMPO を用いた実験では、DMPO-OOH アダクトの他に、DMPO-OH アダクトが検出さ
れた。この結果からは、Hyp-XOD 系から O2-とともに HO･が発生した可能性とともに、
DMPO の特性から DMPO-OOH が DMPO-OH に変化した可能性があり、いずれかを特定
することは困難である。本研究では O2-と HO･の同定・定量を目的とすることから、DMPO
を使用するのは不適切であると判断した。従って、比較的新しいトラップ剤 CYPMPO を用
いて同様に測定を行うことにした。 
 
 
 
[CYPMPO の安定性]  
 
DMPO は O2-の検出には不適切であったので、O2-、HO･の検出に優れているとされる
CYPMPO を用いた。CYPMPO の特性として、O2-のアダクトは安定であるため DMPO の
場合のように HO･アダクトへ変化することはないと報告されている。 
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図 4.2 の実験と同様に Hyp-XOD 系にスピントラップ剤 CYPMPO を加えて ESR 測定を
行った。図 4.3 a では O2-に由来する ESR スペクトルが安定して観測された。この系にイノ
シトール 6 リン酸 30 mM を加えると、スペクトルは減少した(図 4.3 b )。この(a)、(b)の 2
つのスペクトルは、CYPMPO-OH による(c)のスペクトルとは異なっていることが示された。
以上の結果から、CYPMPO の O2-トラップの安定性が明らかとなり、図 4.2 の実験で観察
された DMPO-OH は、DMPO-OOH が DMPO-OH に自己崩壊して生成したシグナルであ
ることが示された。 
従って、本研究では、以降すべてスピントラップ剤に CYPMPO を用いることとした。 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.3 O2-生成における CYPMPO アダクト変化 
a) イノシトール 6 リン酸 0 mM  b) イノシトール 6 リン酸 30 mM  c) CYPMPO-OH アダクト 
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4・2  イノシトール 6 リン酸の O2-と HO･への効果 
 
 
実験方法 
 前節の実験と同様に、表 4.3、4.4 の試薬の配分をもとに O2-、HO･の生成系を作成し、イ
ノシトール 6 リン酸の最終濃度が 0~50 mM となるように系に加え、50 mM Na リン酸
buffer (pH7.4)で最終量を調節した。シグナル強度は、左から第三番目のピークの強度とし
てラジカルリサーチ社の Rad-Win software により算出された。 
 
結果と考察 
【各反応の経時的変化と安定性】 
 
 XOD-O2-の生成系では酵素である XOD を加えると、直ちに O2-の生成を開始する。従っ
て、XOD の添加の前にイノシトール 6 リン酸を加え ESR セルに移し入れた。経時的に ESR
測定を実施するとスペクトル強度が次第に増加していく様子が観察された(図 4.4)。Hyp-
XOD 系は 2 段階の反応で O2-を生成しているため、O2-のスピントラッピング後も図 4.4 に
示されるように、シグナル強度が 20 分までは大きくなっていくのが観測された。図 4.4 の
結果をふまえ、以下の実験ではすべての溶液を混合して 20 分後に ESR 測定を開始するこ
とにした。 
 HO･生成には H2O2 と Fe2+のフェントン反応(式(3.12))を利用した。この反応では H2O2
を投入した瞬間に HO･が生成するため、H2O2 を投入する前にイノシトール 6 リン酸を投
入した。HO･生成の反応は瞬時に終了するため、すべての試薬を混合した直後に溶液を ESR
セルに移し、ただちに測定を開始した。CYPMPO-OH のシグナルは実験開始後 30 分程度
は安定して観測されることが示された(図 4.5)。 
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[イノシトール 6 リン酸による O2-の抑制効果] 
 
以上の実験条件の設定により、XOD-O2-の生成系を用いて発生させた O2-に 0.25-50 mM
のイノシトール 6 リン酸を加え、O2-との反応性について実験を行った。図 4.6 からは、イ
ノシトール 6 リン酸が高濃度になるに従って、CYPMPO-OOH アダクトの ESR 信号強度
は小さくなっていき、50 mM のイノシトール 6 リン酸では完全に O2-の生成が抑制される
ことが明らかとなった。以上実験から、イノシトール 6 リン酸は XOD-O2-の生成系から発
生する O2-の発生を抑制することが示された。この O2-の生成系には酵素が使用されている
ために、イノシトール 6 リン酸がキサンチンオキシダーゼ酵素機能自体を抑制している可
能性については完全には否定できない。実際に XOD の活性部位にはモリブデン原子が補
因子として含まれ、さらに電子移動反応に Fe-S クラスターが寄与していることが知られ
ている (図 4.7)63)。イノシトール 6 リン酸のキレート作用と XOD-O2-の生成系とのより詳
細な解析と、化学的 O2-発生系を用いた研究により、以上の問題が解決される可能性があ
る。 
 
 
[イノシトール 6 リン酸による HO･の増加] 
 
次に H2O2 と Fe2+によるフェントン反応からの HO･発生系に対するイノシトール 6 リン
酸の反応性について実験を行った。当初の予想では、イノシトール 6 リン酸の濃度が上昇
するにつれて HO･発生が減弱していくと考えられたが、実際にはイノシトール 6 リン酸の
濃度と HO･発生量には複雑な対応性があることが判明した。図 4.8 に実際に得られた結果
を示した。実験は独立に 3 回実施し、それぞれの ESR シグナル強度の平均値を算出した。
さらにイノシトール 6 リン酸を含まない実験から得られたシグナル強度に対するイノシト
ール 6 リン酸各濃度のシグナル強度比を算出し、各濃度に対してシグナル強度比をプロッ
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トした結果を図 4.9 に示した。各データの誤差線は、標準偏差を表している。 
図 4.9 より、フェントン反応からの HO･発生系に対しては、0.1-1 mM の範囲のイノシト
ール 6 リン酸は、CYPMPO-OH アダクトの ESR 信号強度を減少させている。一方で、5 
mM 以上の濃度では逆に信号を増幅させることが明らかとなった。 
 
 
図 4.9 からは、O2-の発生は、イノシトール 6 リン酸によって、相対的に抑制されること
が示されたが、グラフには二相性があり、このことは XOD-O2-の二段階の生成反応を反映
したものである可能性もあるが、詳細についてはこれ以上議論できない。一方で、Fe2+によ
るフェントン反応からの HO･発生に対して、低濃度のイノシトール 6 リン酸はこれを抑制
するが、高濃度では逆に増幅させるという結果が得られた。以上の活性酸素生成抑制効果の
メカニズムとしては、溶液中の Fe2+に対するイノシトール 6 リン酸のキレート作用による
フェントン反応の抑制が考えられる。一方で HO･の増幅に関して従来報告例はなく、この
増幅効果のメカニズムについては現在検討中である。イノシトール 6 リン酸と金属との結
合体がその立体構造に依存して、過酸化水素と結合し、さらに HO･への分解を引き起こす
可能性や、HO･酸性反応における鉄の触媒的な作用の増幅など、様々な可能性について今後
検討を進めるべきであろう。 
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図 4.5 フェントン反応における CYPMPO スピントラッピング後の ESR 信号強度の時間変化 
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図 4.4  Hyp-XOD 反応における CYPMPO スピントラッピング後の ESR 信号強度の時間変化 
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図 4.6 イノシトール 6 リン酸の各濃度における CYPMPO-OOH アダクト 
a) control b) 5 mM  c) 30 mM  d) 35 mM  e) 50 mM 
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図 4.7 XOD の PBD データ 63) 
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図 4.8 イノシトール 6 リン酸の各濃度における CYPMPO-OH アダクト 
a) control b) 0.25 mM  c) 1 mM  d) 5 mM  e) 50 mM 
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図 4.9 O2-と HO･に対するイノシトール 6 リン酸の影響 
 
イノシトール 6 リン酸 [ｍM] 
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第 5 章  
細胞系における活性酸素測定方法
と原理 
 
 
 
前章において、無細胞系におけるイノシトール 6 リン酸と活性酸素生成系との反応性
を明らかとした。イノシトール 6 リン酸が実際に生体内でどのようなふるまいをするのか、
またこれまで報告されているイノシトール 6 リン酸による多様な生物効果への酸化ストレ
スの寄与について明らかとするために、以降培養細胞を用いてイノシトール 6 リン酸と酸
化ストレスとの関連性について実験を行うこととした。  
本章では細胞の調整方法、細胞の基本的な性質、実験方法、測定装置の原理等、合わ
せて記述する。 
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5・1 細胞培養方法 
 
 
本研究で使用した PLB-985 細胞、X-CGD 細胞は 25cm2 組織培養用フラスコ
(FALCON3108，BECTON DICKNSON)の中で、10%仔牛胎児血清 (FBS)の入った RPMI-
1640 培地 (NISSUI PHARMACEUTICALCO., LTD.)で、全量を 10 ml とし、37℃、CO2
濃度 5%の加湿インキュベーター (BNA-111,ESPAC)内で培養した。倍加時間が 22 時間か
ら 28 時間であるため、3 日毎に上記の培地で希釈し、72 時間後に細胞密度が 2×106個/ml
を超えないよう新しい培養フラスコに蒔き、対数増殖状態に維持した。 
 
5・2 細胞増殖 
 
 
細胞の増殖の様子を経時的に表したのが細胞増殖曲線である 64)。細胞増殖曲線は図 5.1
 
図 5.1 細胞増殖曲線 
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に示すように遅延期 (lag phase;Ⅰ)、対数増殖期 (logarithmic growth phase;Ⅱ)、定常期 
(stationary phase;Ⅲ)、死滅期 (death phase;Ⅳ)から成る。増殖速度は倍加時間で表し、次
の式で求められる。 
 
0
0
loglog
2log)(
NN
tt


倍加時間＝
            (5.1) 
t，t0は細胞数を数えた時間、N0は t0時での細胞数、N は t 時での細胞数である。本研究で
使用した PLB-985 細胞と X-CGD 細胞の倍加時間は 22～28 時間であった。 
 
 
 
[Cell counting kit-8 による細胞増殖率の測定原理] 
 
Cell counting kit-8 (CCK-8) (Dojindo, Kumamoto)は水溶性テトラゾリウム塩 WST-8 を
発色試薬として用いた細胞数測定キットである。WST-8 は還元されると 460 nm 付近に極
大吸収を持つ水溶性ホルマザンを生じる。WST-8 とそのホルマザンの構造式を図 5.2 に示
す。細胞内脱水素酵素活性に応じて産生されるホルマザン色素の量は生細胞数に比例する 
(図 5.3)。このことから主に細胞増殖率の計測に用いる 65,66)。 
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5・3 フローサイトメトリー 
 
細胞死の判定、細胞周期の変化の割合の測定をフローサイトメーターcytomicsTM FC500 
(Beckman Coulter, US)を用いて行った。フローサイトメトリーは、粒子や細胞を液流 (フ
ロー)の中に流して、それらが検知点を一つ一つ通過するのを目的に応じて素早く測定する
手法である。フローサイトメトリー分析の特色は、全粒子集団の平均値を測定するのではな
く、溶液中の 1 部の粒子を順番に 1 個 1 個、別々に測定するという点である。レーザーを
備えたフローサイトメーターは、散乱光と蛍光などによって、それぞれの粒子から大きさと
形態の情報、蛍光抗体で染色した蛍光の情報を取得することによりサンプルの全体の特性
 
 
 
図 5.2  WST-8 とそのホルマザンの構造式 65,66) 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.3 細胞内脱水素酵素活性に応じて産生されるホルマザン 65,66) 
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を明らかにすることができる。検出は以下の４つのプロセスにわかれている。 
 
Ⅰ）フロー系 ························· 粒子が１つずつ流れる状態を作る 
Ⅱ）光学検出系 ······················ レーザー中を通る粒子の散乱光と蛍光を測定 
Ⅲ）電気パルス処理系 ············· 蛍光量に比例した電気信号の数値化 
Ⅳ）データ処理系 ··················· ヒストグラムの作成、統計解析 
以下に詳細を述べる 67,68)。 
 
 
Ⅰ）フロー系 
試料(細胞・粒子)を一列に並べ、レーザー光照射部分へ導く経路がフロー (flow)であり、
フローサイトメトリー (flow cytometry)という名称の由来でもある。フローはサンプル流 
(sample flow)とシース流 (sheath flow)の二つから形成される。シース液はタンク上部から
陽圧によって押し出され、シース流となってノズルから噴射される。サンプル液も同様にサ
ンプルチューブから陽圧で押し出され、別の流れを形成するが、ノズルより上部でシース流
と合流する。このとき、laminar flow の原理 69)によりそれぞれの流れは互いに混ざり合わ
ず、サンプル流はちょうどシース流の中心にトンネルのようなものを形成し、そこを流れる
ような形になる。サンプル流とシース流では粘性抵抗により速度が異なる。サンプル流の中
心方向は流れが速くなり、最終的に細胞などの試料は一列に並ぶ (図 5.4)。 
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Ⅱ）光学検出系 
サンプル中の個々の粒子の分析には、488 nm の空冷 Ar レーザーを使用した。フロー系
を粒子が通過すると、レーザー光の一部は散乱され、一部は吸収されて、細胞を蛍光色素で
標識した場合には、蛍光を発する。実際に検出するのは前方散乱光、側方散乱光、各種波長
の蛍光の３種類である。図 5.5 に本研究で使用した光学検出系の概略を示した。 
 
a. レーザー 
 試料に散乱光や蛍光を発生させるためには、光の方向、波長および光速度が一定な光を照
射する必要がある。レーザー光はサンプル流に達する前に円筒形の集光レンズを通過し、楕
円形のビームとして照射される。楕円形のレーザービームは中央で最も強度が強く、周辺ほ
ど低い。従って、測定に適しているのは強度の高い中央部分である。ビームを楕円形にする
と、サンプル粒子の位置がサンプル流中で多少ばらついても円状と比べて均一な光を当て
ることができる。 
 
b. 散乱光と蛍光 
 
 
 
図 5.4 液流システム 
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試料細胞または粒子が一個ずつレーザー光を通過するたびに発せられる散乱光や蛍光は、
光学検出器を用いて各パラメータが測定され、細胞一つ一つの特性として分析することが
できる。レーザー入射とほぼ同じ角度で散乱する光を前方散乱光 (forward scatter, FS)と
よび、垂直方向に散乱する光を側方散乱光 (side acatter, SS)とよぶ。FS は細胞の大きさ、
SS は細胞の形態や核といった内部構造に関する情報を反映する (図 5.6)。蛍光色素がレー
ザー光により励起され、そのエネルギーの一部を吸収して、残りのエネルギーを蛍光として
放出する (fluorescence, FL)。使用する蛍光色素により蛍光波長が異なり、細胞の様々な情
報を示すことができる。 
 
 
Ⅲ）電気パルス処理系 
フォトマルチプライヤー管：光電子増倍管 (photo-multiplier tube, PMT)に到達した光は、
電気信号(電圧パルス)に変換され、数値化される。検出された電圧パルスの定量、パルスの
増幅と対数変換、蛍光補正、データ解析を主に行う。 
 
 
Ⅳ）データ処理系 
各々のパラメータにおける数値データをもとに解析用コンピュータとソフトウェアでヒ
ストグラムを抽出し、統計解析を行う。個々の粒子の測定パラメータを数値にしたがってプ
ロットしていくと、粒子数頻度分布が形成される。Y 軸に粒子数、測定パラメータを X 軸
としたグラフをヒストグラムとよぶ。ヒストグラムの X 軸は各粒子の検出光の強度を表し
ている。また、2 つの異なる検出系のデータを元に、2 次元グラフとして表記することもで
きる。 
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図 5.5 光学検出系の概略 
LP : ロングパスフィルタ (ある波長よりも長い波長の光を透過させる) 
DLP : ダイクロイックロングパスフィルタ (ある波長以下は反射し、それ以上の波長は透過させる) 
 
 
図 5.6 細胞がレーザー光を通過したときに発せられる散乱光の経路 
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5・4 細胞周期 
 
細胞が増殖するときに、1 個の細胞がたどる一連の順序を細胞周期という。細胞周期は
DNA の複製がおこなわれる S 期と染色体が形成されて分裂がおこる M 期がある。S 期の
前後を G1 (ギャップ 1)期と G2 (ギャップ 2)期という。各周期の役割は以下に示す。 
 
G1 期： RNA とタンパク分子を合成する。  
S 期：分裂前の核 DNA の合成を行う。  
G2 期：DNA の損傷の修復と、DNA 構造の再編成を行う。  
M 期：マイトーシス：分裂期。  
 
これら４つの周期は、図 5.7 のように G1 期→S 期→G2 期→M 期の順に進行し、M 期で
分裂した細胞は G1 期に戻る。細胞はこの過程を繰り返すことにより増殖する 27)。細胞周
期は、細胞の DNA の量と対応する。細胞は G1 期から S 期に移行すると DNA 合成し複製
を始めるため、S 期の間 DNA 量は増加する。G1 期にある細胞の DNA 量を基準とすると、
DNA 量が G1 期の 2 倍になり、DNA の複製が完了すると細胞周期は G2 期に移行する。や
がて、複製が完了すると細胞周期は M 期に移行し細胞分裂を開始し、細胞分裂が完了する
と細胞周期は G1 期に戻る 70)。 
フローサイトメーターによる細胞周期の解析では、DNA に結合して強い赤色蛍光を発生
するヨウ化プロピジウム (propidium iodide, PI)で細胞を染色し、図 5.8 のような横軸に
個々の細胞から得られる蛍光強度、縦軸に細胞数というデータを得る。横軸は PI からの蛍
光強度で、DNA 量と考えることができる。Multi cycle programs を使用し、各周期の最終
濃度を算出した。 
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図 5.8 を例にとると、左側のピークが G1 期に相当し、右側のピークが G1 期の 2 倍の DNA
量を持つ G2・M 期に相当する。その中間は DNA が合成され、DNA 含有量が次第に増え
ていく S 期に相当する。 
 
 
 [細胞核 DNA 量の測定]  
 
DNA 量測定における蛍光色素の使用に関して、最も重要なことは、蛍光色素が DNA 量
に結合し、その結合した蛍光色素がその総合量に比例した蛍光量を発することである。この
関係が成立しなければ、測定自体が無意味である。従って、蛍光色素の選択とその染色条件
が重要となる。このような点を踏まえて、DNA 量測定に高頻度で使用されている色素はヨ
ウ化プロピジウム (propidium iodide, PI)である。PI は二重鎖核酸に挿入され、青色光で励
起すると核酸量に比例して赤色光を発する色素である。図 5.9 にプロピジウムの化学構造を
 
図 5.7 細胞周期 
 
図 5.8 フローサイトによる測定結果 
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示した。その色素は DNA の二重鎖に架橋的に結合することによって蛍光強度が 10 倍にな
る (図 5.10)。しかし、PI は生細胞の細胞膜を通過しないので、生細胞の細胞周期は測定で
きない。細胞周期の測定では細胞をエタノール固定することで、細胞膜を変性させ、PI を
細胞内に導き、DNA を染色している。逆にこれを利用すると、細胞の生死を判定すること
ができる。つまり、細胞が死ぬと細胞膜が壊れ、PI は細胞内に取り込まれ、核酸を染色す
る。従って、散乱光を測定するだけでは十分に細胞死の判別ができない場合でも、PI を使
用することにより、蛍光を発するかどうかで生細胞と死細胞を確実に区別できる 71)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.10 PI の核酸への結合様式 
 
 
図 5.9 PI の化学構造 
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第 6 章  
イノシトール 6 リン酸が細胞へ及
ぼす影響 
 
 
 
 イノシトール 6 リン酸の代表的な薬理作用であるところの抗酸化作用は前章までで述べ
てきたように、腸管のガンや炎症の予防などの効果をもたらすと考えられている。一方で、
イノシトール 6 リン酸のガン細胞に対する細胞障害性の説明には抗酸化作用にとどまらな
い他の薬理作用を考える必要がある。本章ではイノシトール 6 リン酸による抗ガン作用の
メカニズムを明らかとするため、まずはイノシトール 6 リン酸処理後の細胞増殖能と生細
胞の割合、死細胞の割合、細胞周期などを測定した。 
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6・1 増殖細胞数・死細胞数の変化 
 
 最終濃度が 0~20 mMとなるようなイノシトール 6リン酸でPLB-985細胞およびX-CGD
細胞を処理し、24 時間後の細胞増殖能への影響を検証した。同時に、細胞死を測定し、イ
ノシトール 6 リン酸の毒性を検証した。 
 イノシトール 6 リン酸は強い酸性を示すため、生理的 pH (pH 7.4) に調整してから使用
した。 
 
 
[細胞計数法による細胞増殖能アッセイ] 
 
対数増殖期 1.0~1.5×106 /ml の PLB-985 細胞、または X-CGD 細胞 50 ml を用意し、1.0
×106 /ml になるよう調節し、 25cm2組織培養用フラスコに 5 ml ずつ入れ、24 時間培養し
た。イノシトール 6 リン酸の最終濃度を 0~20 mM となるように調節し、再び 24 時間培養
したのち、細胞数を Coulter 社製細胞計数分析装置 Coulter counter type Z1 でカウントし
た。 
細胞増殖比 (Rate of cell proliferation) は、 
    
number of treated cells
Rate of cell proliferation
number of nontreated cells      (式 6.1) 
として計算した。(6.1)式の分母には播種細胞数 (number of nontreated cells)を、分子には
イノシトール 6 リン酸処理 24 時間後の細胞数 (number of treated cells)を代入した。 
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 [フローサイトメトリーによる細胞死の検出] 
 
PLB-985 細胞と X-CGD 細胞をイノシトール 6 リン酸で処理し、24 時間培養した。培養
後、5.0×105個の細胞を試験管に投入し、フローサイトメーターで分析し前方散乱光 (FS)、
側方散乱光 (SS)のドットプロットグラフより死細胞を判定し、測定全細胞数に対する死細
胞比率を求めた。 
 
測定結果 
図 6.1、図 6.2 に、20 mM イノシトール 6 リン酸で 24 時間処理した PLB-985 細胞と X-
CGD 細胞のフローサイトメーター測定結果を示した。横軸が側方散乱光の強度、縦軸が前
方散乱光の強度を示しており、囲み線でゲートをかけ、赤でカラー表示した細胞を死細胞と
判定し、全細胞数に対する死細胞比率を求めた。 
細胞数計測結果と細胞死の検出結果をあわせ、横軸をイノシトール 6 リン酸の濃度にし、
PLB-985 細胞と X-CGD 細胞の死細胞比率と細胞増殖能をグラフにし、 図 6.3、6.4 に示
す。 
PLB-985 細胞も X-CGD 細胞も共通して言えることは、イノシトール 6 リン酸が 5 mM
以下の低濃度である場合、細胞増殖能が低下しているのにもかかわらず、死細胞の割合は変
化しない。逆に、5 mM 以上の高濃度になってしまうと、死細胞の割合が大きくなり、細胞
増殖能も著しく低下してしまうことが図 6.3、6.4 より明らかとなった。高濃度のイノシト
ール 6 リン酸では、細胞数は播種前とほぼ変わらない 1.0 近い値を示し、このことは、細胞
が増殖するとともに細胞死も起こっている可能性を示している。しかしながら、ここで使用
したフローサイトメトリー法では、死細胞の領域に一時的な変形細胞なども含まれ、さらに
コールター法による細胞計数法では死細胞も細胞数としてカウントしてしまうため、以降
より詳しい細胞死の検出と生細胞の計数を実施することとした。 
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図 6.1 PLB-985 細胞の死細胞の割合判定 
 
図 6.2 X-CGD 細胞の死細胞の割合判定 
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PLB-985 細胞 
 
 
図 6.3 PLB-985 細胞の増殖能と死細胞の割合 
X-CGD 細胞 
 
 
図 6.4 X-CGD 細胞の増殖能と死細胞の割合 
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6・2 細胞増殖率の変化 
 
測定手順 
対数増殖期にある細胞を 5000cell/well となるよう調節し、96 穴マイクロプレートの各ウ
ェルに 50 l ずつ藩種し、CO2インキュベーター内で培養した。イノシトール 6 リン酸を
0~40 mM となるよう RPMI-1640(+)で調節しながら 50 l ずつ投与し、CCK-8 溶液を各
10l ずつ添加した。CO2インキュベーター内で 1～4 時間呈色反応を行い、マイクロプレ
ートリーダーで 450 nm の吸光度 (optical density at 450 nm : OD450)を測定した。細胞
増殖比 (Rate of cell proliferation) は、 
    
OD450 of treated cells
Rate of cell proliferation
OD450 of nontreated cells       (式 6.2) 
として計算した。(6.2)式の分母にはイノシトール 6 リン酸濃度 0 mM の OD450 (OD450 of 
nontreated cells)を、分子には各濃度での OD450 (OD450 of tr 
eated cells)を代入した。 
各値は、三点の実験データの平均値を表し、標準偏差を求め、誤差線としてグラフカラム
に示した。誤差判定は、Student’s t-test (* P<0.05)を用いた。 
 
測定結果 
図 6.7、6.8、6.9 にイノシトール 6 リン酸が細胞増殖率に与える影響を図示した。細胞
数の計数実験と同様に PLB-985 細胞も X-CGD 細胞もイノシトール 6 リン酸が高濃度にな
ると細胞増殖率が減少していくことが示された。さらに、5 mM、10 mM の濃度では、PLB-
985 細胞における増殖抑制効果が有意に大きく示されており、NADPH オキシダーゼが細
胞毒性の一部に関与していることが本実験によって明らかとなった。 
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図 6.7 イノシトール 6 リン酸による PLB-985 細胞の細胞増殖抑制 
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図 6.8 イノシトール 6 リン酸による X-CGD 細胞の細胞増殖抑制 
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6・3 細胞周期停止の検証 
 
6.2 節において、イノシトール 6 リン酸が細胞増殖を抑制することを示したがこの結果を
受けて、本節では細胞増殖システム自体への抑制効果について検証を行った。通常、細胞増
殖の抑制が起こる際には、細胞周期の特定の時期に停滞を引き起こすことが知られている。
従って、ここではイノシトール 6 リン酸の各細胞周期への影響について解析を行った。 
 
 
 
 
図 6.9 イノシトール 6 リン酸による PLB-985、X-CGD 細胞に対する増殖抑制効果 
[n=3，平均値±標準偏差，有意差 *：p < 0.01   (Student's t-test) ] 
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測定手順 
 
細胞をイノシトール 6 リン酸で 24 時間処理した後に、1500 rpm、4℃で 5 分間、遠心分
離し、上清を取り除き、細胞を回収した。回収した細胞を PBS(-)で 2 回洗浄(1500 rpm, 4℃, 
5 min)した。-20℃の 70％エタノール 10 ml を攪拌しながら加え、-20℃で 2 時間以上放置
した後、遠心し(1500 rpm, 4℃, 5 min)、回収して、再び 2 回 PBS(-)で洗浄した。細胞 1×
106個に対し、RNase を最終濃度が 0.25 mg/ml になるよう加え、37℃で 60 分間インキュ
ベートした。その後、PI を最終濃度が 50 mg/ml になるよう加え、4℃で 30 分間暗所に放
置し、フローサイトメーターで測定した。 
 
 
測定結果 
 図 6.10、6.12 に各濃度のイノシトール 6 リン酸で 24 時間処理した PLB-985 細胞と X-
CGD 細胞について、それぞれ細胞周期の解析を行ったフローサイトメーターのグラフを示
した。横軸は PI の蛍光強度を示し、PI が細胞内で結合している DNA の量に対応してい
る。縦軸は、細胞数を示している。グラフからは、分裂期 (M 期)の DNA 量が DNA 合成期 
(S 期)前の DNA 量の２倍になっていることが示されており、FC500 搭載の細胞周期解析プ
ログラムにより、各細胞周期にある細胞数比を求めた。得られた細胞周期比を図 6.11、6.13
にそれぞれ表した。 
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PLB-985 細胞 
 
 
図 6.10 PLB-985 細胞の蛍光強度と細胞周期解析 
 
 
 
図 6.11 PLB-985 細胞における細胞周期の変化 
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X-CGD 細胞 
 
 
図 6.12 X-CGD 細胞の蛍光強度と細胞周期解析 
 
 
 
図 6.13 X-CGD 細胞における細胞周期の変化 
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結果と考察 
 
細胞周期の解析では、PLB-985 細胞、X-CGD 細胞両者ともに、イノシトール 6 リン酸 5 
mM 以下では G1 期で細胞周期が停止する G1 アレストを起こしていることが図 6.11、6.13
より明らかとなった。5 mM 以上の濃度になると、特に PLB-985 細胞では顕著に S 期の細
胞の割合が増加した。イノシトール 6 リン酸が高濃度 (5 mM 以上)では死細胞の割合も急
増することから、イノシトール 6 リン酸の生物的効果が顕著に発生していると考えられる。 
5 mM 以下の濃度では、細胞増殖能が低下するにも関わらず、死細胞の割合は増加するこ
とはなかった (図 6.3、6.4)。このことから、1～5 mM のイノシトール 6 リン酸で細胞は細
胞周期の一つの重要なポイント (R 点，restriction point，制限点)を通過できなくなってい
ることが考えられる。この R 点を通過できれば、安定して細胞周期は自律的に進行する 71)。
この R 点を考えるにあたり、RB タンパク質 (RB protein, pRB)の存在を無視できない。ま
た、イノシトール 6 リン酸により DNA が損傷したことも考慮すると、ATM (ataxia-
telangiectasia mutated)と ATR (Ataxia-telangiectasia mutated and Rad3-related kinase)
という二つのタンパク質が DNA 損傷から細胞周期を止める中心的な役割をしていること
を考えなければならない。G1 期において、DNA が損傷すると、ATM はリン酸化し、p53
という転写因子を活性化させ、p53 によって p21Cip1 の量を増やす。この p21Cip1 によって
CDK 阻害因子の機能を発揮し細胞周期を止めることが知られている 71)。ここで転写因子で
ある p53 に注目した。p53 はアポトーシスに最も関連の深い細胞周期タンパク質である。
他にもアポトーシスを引き起こす因子はたくさんあるが、p53 は細胞がダメージを受けた
場合に、細胞が取り得る二通りの手段、細胞周期を止めることと細胞死を起こすことに深く
関係しているのである。しかしながら、PLB-985 細胞や X-CGD 細胞は p53 を持たない細
胞である。p53 の関与なしにイノシトール 6 リン酸がアポトーシスを誘導するか検証する
ことにした。 
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6・4 アポトーシス誘導の検証 
 
細胞死には 2 種類あり、アポトーシスとネクローシスとがある。ネクローシスは細胞が
なんらかの損傷を受けたり、酸素の供給ができなくなると、徐々にミトコンドリアが膨らみ、
崩壊し、細胞膜が破れて中身が流れ出してしまう状態である 72)。一方、アポトーシスは遺
伝子によって高度に制御された細胞死である 72,73)。アポトーシスは放射線、紫外線、化学剤
といった様々な方法で誘導することができる。本研究ではフィチン酸がアポトーシスを誘
導するか否かを検証した。アポトーシスの検証として、BioVision 社製 Annexn V-FITC/PI 
Apoptosis Detection Kit を用いて、フローサイトメーターによる解析を行った。 
 
[アポトーシス・ネクローシス測定] 
 
ホスファチジルセリン(phosphatidylserine, PS) 
 
生細胞の細胞膜の細胞内にはホスファチジルセリン (phosphatidylserine, PS)が局在し
ている。アポトーシスを起こした細胞においては、アポトーシスのかなり早期に、この細胞
内に局在している PS が細胞外側に表出されることが明らかにされている。この細胞外に表
出された PS を検出することにより、アポトーシスの定量的解析が可能となる。 
 
Annexin V 
 
Annexin V は、プロトロンビン活性の障害やホスソリパーゼ A2 活性の阻害、プロテイン
キナーゼ C の機能阻害など、生理活性を有していることが知られている。Annexin V は生
理的濃度のカルシウム存在下においてリン脂質に高い親和性を有している。そのため、陰性
荷電のリン脂質に対しても選択的な親和性があり、塩濃度などの特定条件では、リン脂質中
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でも特に PS に対して高い親和性を有していることからアポトーシスの検出に利用されて
いる 68)。 
 
 
[アポトーシス・ネクローシス判定] 
 
アポトーシス初期段階に細胞膜の内側にある PS が細胞膜の内側 (細胞質)から外側(細胞
表面)に表出し、PS に Annexin V が結合する。PS が細胞膜外側に表出すると、正常な細
胞膜構造を失い、DNA の断片化やクロマチンの凝集が起こり、アポトーシスとなる(図
6.15) 。Annexin V に蛍光色素フルオレセインイソチオシアネート (fluorescein 
isothiocyanate, FITC)を付加した Annexin V-FITC を PS の検出に用いた。FITC は 488 
nm で励起すると、最大蛍光波長 520 nm の蛍光を発することから、細胞内の蛍光をフロ
ーサイトメーターで観測することにより、アポトーシスを同定する 68)。FITC の化学構造
式を図 6.14 に示す。また、PI (Propidium Iodido) は、細胞膜構造が崩壊されたとき、細
胞内に取り込まれ、DNA とインターカレートすることで最大蛍光波長 617 nm の蛍光強
度が大きくなる。Annexin V-FITC と PI を組み合わせ、表 6.1 のように生細胞、アポトー
シス初期・後期、ネクローシスを検証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6.14 FITC 構造式 
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図 6.15 アポトーシスに伴う細胞表面の変化 
a) PS は健常な細胞では細胞膜の脂質二重層の細胞内側に局在している。 
b) 細胞がアポトーシスを起こすと、この非対称性が崩れ、PS は細胞外の層にも局在するようになる。 
c) Annexin V は PS に親和性があることから、細胞表面に表出した PS が検出可能となる。 
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測定手順 
イノシトール 6 リン酸で 6 時間および 24 時間処理後の PLB-985 細胞と X-CGD 細胞を
5.0×105 個用意し、PI と Annexin V-FITC の染色を行った。染色は、BioVision 社指定の
プロトコールに従った。染色した細胞をフローサイトメーターで測定し、図 6.16 の例に示
した PI と Annexin V-FITC のドットプロットグラフを得て、アポトーシスとネクローシ
ス発生の解析を行った。独立した 3 回の実験解析結果より得られた細胞死の発生頻度 
(%Total Cell) の平均と標準偏差を算出し、誤差判定は、Student’s t-test に従った。 
 
 
図 6.16 アポトーシス解析 
表 6.1 アポトーシスとネクローシスの測定区別  
生細胞  アポトーシス初期  アポトーシス後期  ネクローシス  
Annexin V-FITC 無蛍光 蛍光 蛍光 無蛍光 
PI 無蛍光 無蛍光 蛍光 蛍光 
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測定結果と考察 
 
実験を通じて、PLB-985、X-CGD 両細胞共に、わずかにアポトーシスは観測されたが、
ネクローシス発生の方が目立つ結果となった。図 6.17、図 6.18 は、各濃度のイノシトール
6 リン酸で 24 時間処理した細胞から得られたフローサイトメーターの分析結果の一例であ
る。5 mM 以下のイノシトール 6 リン酸ではわずかにアポトーシスが発生したが、5 mM 以
上の場合はアポトーシスが抑制されネクローシスによる細胞死がより多く発生することが
示されている。低濃度のイノシトール 6 リン酸では各発生頻度がいずれも低く、比較が難
しいため、20 mM のイノシトール 6 リン酸で処理した細胞を用いて、発生頻度を比較した
結果を図 6.19 に示した。 
PLB-985 細胞と X-CGD 細胞のアポトーシス発生率の違いについては、アポトーシス発
生頻度が小さいことから、有意な差を観測するに至らなかった。一方、ネクローシスの発生
については、20 mM イノシトール 6 リン酸で 6 時間処理した PLB-985 細胞でネクローシ
スが有意に増加していたことから、ネクローシス発生の過程において、部分的な NADPH
オキシダーゼの関与が示された。 
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PLB-985 細胞 
 
 
 
 
図 6.17 イノシトール 6 リン酸による PLB-985 細胞の細胞死 
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X-CGD 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
図 6.18 イノシトール 6 リン酸による X-CGD 細胞の細胞死 
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図 6.19 イノシトール 6 リン酸によるアポトーシス・ネクローシスの発生 
6 時間および 24 時間 20 mM イノシトール 6 リン酸で処理した細胞より得られた Annexin V-
FITC/PI を用いたフローサイトメーターによる細胞死の発生頻度 (%Totall cell) は、独立した
三回の実験結果の平均値を示した。グラフの誤差線は、標準偏差を表している。誤差判定は、
Student’s t-test に従った（＊：P<0.05）。  
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6・5 細胞分化の検証 
 
実験方法 
PLB-985 細胞は各種の化学的・物理的要因によって好中球や単球、マクロファージへ分
化することが知られている 52,74)。また、鈴木らの研究 72)では PLB-985 細胞をホルボール
エステル (Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA)で刺激すると細胞が付着性を示すよう
になり、3 日程度で単球細胞へ分化し、NADPHoxidase 由来の活性酸素は分化過程におい
て接着分子 Mac-1(CD11b)の発現を促進させることを報告している。そこで、本研究では
イノシトール 6 リン酸が PMA と同様な影響を与えることを期待し、細胞接着分子の発現量
を測定した。 
 
[細胞分化測定] 
(a) 接着分子の概念 
生体の恒常性を維持するためには細胞と細胞、あるいは細胞と細胞を取りまく環境との
接触、そして、それに従って起こる情報交換(シグナル伝達)が必須となってくる。近年、接
着分子は細胞外基質や細胞同士との単なる接着というだけでなく、細胞内の情報伝達系を
動かすことによって発生や免疫応答など生体のさまざまな反応を精密に調節する重要な分
子群であることが明らかにされてきた。その一方で、接着分子はガンの転移や浸潤、自己免
疫疾患などに関与する病態因子としても深く関与していることが判明している 75)。 
 (b) インテグリンファミリー 
本研究で扱った PLB-985 細胞は、細胞分化に伴い、細胞間のシグナル伝達や動態に関与
する接着分子、インテグリンファミリーを発現することが知られている。 
インテグリンファミリーは、炎症部位への白血球の遊走、個体発生時の幹細胞の移動など
に重要な働きを示す分子群であり、異なるα鎖とβ鎖のヘテロ二量体で構成される細胞表
面受容体である 76)。これらα鎖とβ鎖の組み合わせによりリガンドに対する特異性が決定
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される。インテグリンファミリーを表 6.2 に示した 75)。 
  
 
(c) CD11b（分子量 165/95kD） 
 CD11b 抗原は、分子量 165kD のインテグリンαM 鎖で、95kD のインテグリンβ2 鎖
(CD18)と Mac-1 複合体を形成する。顆粒球と単球／マクロファージに強く発現する。
CD11b/CD18 は、単球や好中球の接着分子としても重要で、これらの細胞の貪食能や粘着
能に関与している。また、接着分子 Mac-1 は単球細胞をガラスやプラスチック面に接着さ
せる機能がある 77)。 
 本研究では、抗ヒト CD11b (Mac-1)-FITC マウスモノクローナル抗体を用い、細胞の
表 6.2 インテグリンファミリー73) 
β鎖 α鎖 名称 リガンド 
β1 
α1 VLA1 コラーゲン, ラミニン 
α2 VLA2 コラーゲン, ラミニン 
α3 VLA3 フィブロネクチン, ラミニン, コラーゲン 
α4 VLA4 フィブロネクチン, VCAM-1 
α5 VLA5  フィブロネクチン 
α6 VLA6 ラミニン 
α7  ラミニン 
α8  フィブロネクチン, ビトロネクチン 
α9  テネイシン 
αv   フィブロネクチン 
β2 
αL LFA-1 ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 
αmut Mac-1 iC3b, フィブリノーゲン, 第 X 凝固因子, ICAM-1 
αX p150,95 iC3b, フィブリノーゲン 
αD   ICAM-3, ICAM-1 
β3 
αIIb GPIIb/IIIa 複合体 フィブリノーゲン, フィブロネクチン, ビトロネクチン,  フォンウィルブランド因子 
αv ビトロネクチン受容体 ビトロネクチン, フォンウィルブランド因子,  フィブリノーゲン,オステオポンチン 
β4 α6   ラミニン 
β5 αv   ビトロネクチン 
β6 αv   フィブロネクチン 
β7 α4 LPAM-1 MAdCAM-1, VCAM-1, フィブロネクチン αE HML-1 E-カドヘリン 
β8 αv   ビトロネクチン 
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表面に発現する接着因子の量を測定した。 
 
測定手順 
5×105 /ml の細胞をイノシトール 6 リン酸の濃度を調整した培地で 72 時間培養した後、
PBS (-)で洗浄し、100 l PBS (-)と 5 l の抗ヒト CD11b (Mac-1α)-FITC マウスモノクロ
ーナル抗体を加え、30 分 27℃で放置し、2 ml PBS (-) を加え遠心し、回収した。その後、
500l PBS (-) (含; 2% パラホルムアルデヒド)を加え、フローサイトメトリーで、陽性細
胞の計測を行った。 
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結果と考察 
 
 
 
イノシトール 6 リン酸による細胞表面抗原 CD11b の発現を検出した結果を図 6.20 に示
した。横軸は FITC の蛍光強度で細胞表面に発現した CD11b の量を示し、縦軸は各蛍光強
度を示す細胞数を示している。結果より 72 時間後の細胞接着因子の発現はPLB-985 細胞、
X-CGD 細胞共に確認された。しかし、X-CGD 細胞の接着因子の発現は PLB-985 細胞に比
べて、少ないことが明らかとなった。細胞分化の活性化に NADPH オキシダーゼとイノシ
トール 6 リン酸の反応か、或いは、NADPH oxidase から生成される活性酸素種とイノシト
ール 6 リン酸が反応したことによる影響が考えられる。 
 
 
 
a)                 b) 
 
図 6.20 イノシトール 6 リン酸による CD11b の発現 
a)PLB-985 細胞 b)X-CGD 細胞 
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6・6 オートファジーの検証 
 
実験方法 
オートファジーは細胞の生死に関わっているとたくさんの報告があるが、その生理的役
割の詳細や分子レベルのメカニズムについてはまだ明らかにされていない点が多い。 
対数増殖期を過ぎた PLB-985 細胞のオートファジー機能を調べるため、オートファジー
マーカーである MAP1LC3 (Microtubule-associated protein 1 light chain 3 : LC3) の誘導
の有無を、抗原抗体反応を用いてフローサイトメーターにより検出した。さらに、細胞にイ
ノシトール 6 リン酸を加えることで分化を誘導し、24 時間後の LC3 の発現を観測した。 
 
[オートファジー検出] 
 
(a) オートファジー 
auto-はギリシャ語で「自分自身」を表す接頭語で、phagy は「食べること」の意を示し、
日本語では「自食作用」と訳される。細胞が持っている細胞内のたんぱく質を分解するため
の仕組みの一つである。 
 
(b) MAP1LC3：Microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3)  
LC3 はオートファゴソーム膜に結合するたんぱく質である。LC3 は細胞質で合成された
のち C 末端がプロセシングされ 78,79)、その結果生じる LC3-I は、オートファジーのシグ
ナル伝達上流でホスファチジルエタノールアミン (PE)と共有結合することで、オートフ
ァゴソーム膜に誘引される LC3-II へ変換される。LC3 は隔離膜からリソソーム分解まで
の過程を通してオートファジー構造に特異的に局在し、オートファゴソームのマーカーと
して用いられている (図 6.21) 78)。           
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測定手順 
オートファジーの検出には、一次抗体 Anti-LC3pAb、二次蛍光標識抗体 Anti-IgG (H+L 
chain) (Rabbit)pAb-FITC ともに医学生物学研究所社製を用い、指定の希釈プロトコールに
従って抗原抗体反応を実施した。 
解析のために回収した細胞は 15ml チューブに移し、4℃、500×g で遠心分離し、上清を
除去した。次に 2%パラホルムアルデヒド/PBS で 15 分間室温で静置し、細胞膜を固定し
た。次に、2 回 PBS で洗浄し、100 g/ml のジギトニンで 15 分間室温にて静置し、細胞膜
の透過処理を行い、2 回 PBS で洗浄した。その後、PBS を用いて 5.0×106 cell/ml になる
よう懸濁し、細胞浮遊液 50 l を新しいチューブに移し、500×g で遠心分離し、上清を除
去した。そこに PBS で 1:200 に希釈した Anti-LC3pAb 抗体を 40 l 加え、30 分間室温で
静置したのち、1ml の PBS を加え、洗浄し、上清を除去し、次は 1:50 に希釈した Anti-IgG 
(H+L chain) (Rabbit) pAb-FITC 抗体を 30 l 加え、15 分間室温にて置いた。1ml の PBS
を加え、遠心分離し、上清を捨て、1ml の PBS を加え、フローサイトメーター用チューブ
に移し、フローサイトメーターで解析した。 
 
 
 
図 6.21 オートファジーの原理 79) 
●LC3-II ●Atg5、Atg12 など 
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結果と考察 
オートファジーのフローサイトメーターによる検出結果を図 6.22 に示した。図の横軸は、
FITC の蛍光強度を示し細胞あたりの LC3 の量を表す。縦軸は、各蛍光強度を示す細胞数
を示している。まず、イノシトール 6 リン酸で処理する前の対数増殖期にある細胞 (コン
トロール 6.22 a)では二つの蛍光ピークを示し、細胞群はオートファジーの発現量に違いの
ある二つの集団から成ることが示された (図 6.22 a,c)。 PLB-985 細胞を 10 mM のイノ
シトール 6 リン酸で処理した 6 時間後、LC3-FITC ヒストグラムにおいて二重ピークが変
わらず、観察されたが、主ピークにおける LC3-FITC シグナルの強度はかなり減少してい
た (図 6.22 b)。 一方、X-CGD 細胞においては、LC3 の発現が増加した単一ピークを示し
た (図 6.22 d)。以上の結果は、両細胞間でオートファジー発現経路に対するイノシトール
6 リン酸の作用が異なっていることを示しており、NADPH オキシダーゼの関与が明らか
となった。 
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図 6.22 イノシトール 6 リン酸による LC3 発現量の変化 
a) PLB-985 細胞 (control) 
b) X-CGD 細胞 (control) 
c) 10 mM イノシトール 6 リン酸 + PLB-985 細胞 
d) 10 mM イノシトール 6 リン酸 + X-CGD 細胞 
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第 7 章  
イノシトール 6 リン酸による細胞
刺激 
 
 
 
 PMA による NADPH オキシターゼ活性化 
 
PLB-985 細胞はビタミン D や低濃度の phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)刺激に
より単球様細胞へと分化する。白血球の一つである単球は細菌感染などの刺激によって組
織へと遊走しマクロファージとして食作用・殺菌作用に与り、これに伴い NADPH オキシ
ターゼが活性化することが知られている。一方で、PLB-985 細胞の分化の過程で分化刺激
薬として使われる低濃度の PMA は NADPH オキシターゼを活性化し細胞分化を推し進め
ることが ESR スピントラッピング法による測定から確かめられている 74)。また NADPH
オキシターゼノックアウト細胞である X-CGD 細胞でもわずかではあるが分化誘導するこ
とも明らかとなっている 74)。従って、本研究では PMA の刺激によって発生する活性酸素
に対するイノシトール 6 リン酸の作用について ESR スピントラッピング法を用いて検証し
た。 
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試薬 
NADPH オキシターゼを活性化させるために SIGMA 社製 phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA)を用いた。トラップ剤には CYPMPO を用いた。PMA の構造式を図 7.1 に
示した。PMA は発ガン物質としても知られており、PKC を活性化することで様々なシグナ
ルトランスダクションを活性化することが知られている 80)。 
         
測定手順 
 
対数増殖期にある PLB-985 細胞と X-CGD 細胞の 2 種類の細胞を各々75 cm2 FALCON
細胞培養フラスコに 40 ml 用意し、細胞数を確認した上で遠心分離し、回収した。1.0×108
個／ml の細胞懸濁液にするため FBS を含まない RPMI-1640(-)で調節した。一回の測定に
は 1.0×107個の PLB-985 細胞を用いた。PMA の最終濃度は、10 nM とした。イノシトー
ル 6 リン酸は RPMI-1640 (-)で濃度を調節し系に加えた。CYPMPO の最終濃度は 20 mM
とし、上記すべてを加えて作成した細胞懸濁液 150 l は、ただちに ESR 測定用フラットセ
ルに移し、室温にてESR測定を行った。PLB-985細胞とX-CGD細胞のESR 設定は表 7.1，
7.2 に示した。 
 
 
 
 
 
 
図 7.1 PMA の化学構造 
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測定結果 
 
[イノシトール 6 リン酸による O2-抑制] 
 
PLB-985 細胞を用いた ESR スピントラッピングの結果を図 7.2 に示した。薬物刺激をし
ていない細胞では、ESR シグナルは観測されていないが (図 7.2 a)、10 nM PMA で刺激し
た細胞からは、ESR シグナルが観察された (図 7.2 b)。このシグナルを溶液系で得られた
O2-スピンアダクトと HO スピンアダクトと比較すると、細胞系で得られた ESR シグナル
は、O2-由来であることが図 7.3 より明らかとなった。次に、この刺激細胞系に 2 mM のイ
ノシトール 6 リン酸を加えると、O2-スピンアダクトの ESR 信号は減少した(図 7.2 c)。こ
の結果から、2 mM のイノシトール 6 リン酸は 10 nM PMA の刺激によって発生する活性
酸素に対して抗酸化作用を示すことが明らかとなった。 
PLB-985 細胞での実験と同様に X-CGD 細胞でも PMA による刺激を与えたときに活性
酸素が発生するかを検証した実験では、X-CGD 細胞では PMA の刺激を行っても、活性酸
素の生成は見られなかった (図 7.4)。X-CGD 細胞は、PLB-985 細胞の cytochrome b558を
 
 表 7.1 PLB-985 細胞の ESR 設定表 
Sweep Width 7.5 mT 
Data Points 8192 
Gain 5000 
Start Points 0 
Modulation Witdth 0.4 mT 
Tim Constant 0.3 sec 
Sweep Time 8 min 
Center Field 335.250 mT 
Temperature 25 ℃ 
Microwave Frequency 9.2 GHz 
Power 10.000 mW 
    
 表 7.2 X-CGD 細胞の ESR 設定表 
Sweep Width  7.5 mT 
Data Points 8192 
Gain 3200 
Start Points 0 
Modulation Witdth 0.4 mT 
Tim Constant 0.3 sec 
Sweep Time 8 min 
Center Field 335.350 mT 
Temperature 25 ℃ 
Microwave Frequency 9.2 GHz 
Power 10.000 mW 
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構成するタンパク質の一つ、gp91phoxの遺伝子の一部を遺伝子操作で不活化させた細胞であ
ることから、NADPH オキシターゼが正常に機能しないため、活性酸素は生成されない。以
上の結果から、図 7.2 a で観察された O2-スピンアダクトは、NADPH オキシターゼ由来で
あることが示された。 
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図 7.2 PMA 刺激による活性酸素生成に対するイノシトール 6 リン酸の抑制効果 
 
a) PLB-985 細胞のみ b) PMA 投与直後 c) PMA+イノシトール 6 リン酸  2 mM 
 
図 7.3 活性酸素種の比較 a) O2- b) PLB-985 細胞＋PMA  c) HO･ 
 
図 7.4 PMA 刺激を受けた X-CGD 細胞 a) X-CGD 細胞のみ b) PMA 投与直後 
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[イノシトール 6 リン酸の刺激による O2-生成] 
 
先の実験で、2 mM のイノシトール 6 リン酸は、10 nM PMA の刺激によって発生する
O2-に対して抗酸化作用を示したが、イノシトール 6 リン酸自体の細胞への影響も調べる必
要がある。したがって、PMA の刺激が無い状態で、イノシトール 6 リン酸を単独で細胞に
加え、ただちに ESR スピントラッピングを試みた。結果を図 7.5、7.6 に示した。図 7.5 よ
り、2 mM, 20 mM のイノシトール 6 リン酸を単独で PLB-985 細胞に加えると、いずれも
O2-が発生していることが示された。この結果は、イノシトール 6 リン酸が細胞内では抗酸
化作用とは全く逆に、細胞内の O2-発生系を刺激していることを示している。一方で、2 mM
の場合には、10 nM PMA の刺激によって発生する O2-に対して抗酸化作用を示していたこ
とから、2 mM のイノシトール 6 リン酸は、細胞内で抗酸化機能と活性酸素生成機能の両方
を併せ持っている可能性を示している。 
  
図 7.6 は、X-CGD 細胞へのイノシトール 6 リン酸刺激の結果を示している。PLB-985 細
胞と比べると ESR シグナル強度は小さく、活性酸素種の定量と同定は難しい。X-CGD 細
胞では NADPH オキシターゼからの O2-生成はないため、ここで ESR シグナルが観測され
るならば、そのシグナルは他の酸化ストレス発生経路に由来するラジカル分子であると考
えられる。また、フィチン酸 20 mM という濃度はネクローシスをおこしてしまう濃度であ
り、S 期の細胞の割合が増えた濃度である。従って、仮に X-CGD 細胞において NADPH オ
キシターゼに由来しないラジカル種の生成があれば、それらのラジカル種が PLB-985 細胞、
X-CGD 細胞に共通した細胞死発生機構に関わっている可能性が考えられた。しかしながら
現在のところ、X-CGD 細胞において、これを実証するような有意なラジカルの発生やシグ
ナルの増幅などの観察には成功していない。 
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図 7.5 イノシトール 6 リン酸刺激を受けた PLB-985 細胞において 
CYPMPO を用いた ESR スピントラッピング 
a) PLB-985 細胞のみ b) イノシトール 6 リン酸  2 mM  c) イノシトール 6 リン酸  20 mM 
 
図 7.6 イノシトール 6 リン酸の刺激を受けた X-CGD 細胞において 
CYPMPO を用いた ESR スピントラッピング 
a) X-CGD 細胞のみ b) イノシトール 6 リン酸  2 mM  c) イノシトール 6 リン酸  20 mM 
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 [X-CGD 細胞におけるイノシトール 6 リン酸と PMA による HO･
生成] 
 
先の実験 (図 7.4)で、X-CGD 細胞を 10 nM PMA で刺激しても O2-を発生しないことを
示した。ここでは、X-CGD 細胞に 10 nM PMA と 2 mM あるいは 20 mM イノシトール 6
リン酸を加え ESR スピントラッピングを行った。 
 図 7.7 に結果を示した。X-CGD 細胞に 10 nM PMA と 2 mM イノシトール 6 リン酸 
を加えた時には、明確な ESR シグナルは観測されなかった (図 7.7 b)。一方で、X-CGD 細
胞に 10 nM PMA と 20 mM イノシトール 6 リン酸を加えた時には、明確な ESR シグナル
が観測された (図 7.7 c)。この ESR シグナルの由来として、PMA とイノシトール 6 リン酸
が反応して活性酸素種を発生させている可能性が浮上した。これを確認するために、細胞系
を含まない 10 nM PMA と 20 mM イノシトール 6 リン酸との反応系における ESR スピン
トラッピングを行うと、明確な ESR シグナルが観測された (図 7.7 d)。この ESR スペクト
ルは、HO･スピンアダクトの ESR スペクトルと良い一致を見た(図 7.7 e)。以上の結果か
ら、X-CGD 細胞系においても PMA とイノシトール 6 リン酸が反応し、HO･が生成されて
いることが示された。 
図 7.7 c のスペクトルを詳細に観察すると、超微細結合の分裂線は図 7.7 e の HO･の分裂
線とは少し異なる。この分裂線は HO･と O2-との複合スペクトルである可能性が高い。
CYPMPO-OOH と CYPMPO-OH の超微細結合の分裂線の合成シミュレーションと解析は
今後の課題である。 
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結果と考察 
 
PMA とイノシトール 6 リン酸が反応し、HO･が生成することに関して、X-CGD 細胞で
は 2 mM イノシトール 6 リン酸と PMA とが反応して HO･が生成されたとしても、抗酸化
作用が働くことで、明確な HO･の発生は確認されなかったと考えられる。PLB-985 細胞の
実験結果に関して、PMA によって発生した O2-は 2 mM イノシトール 6 リン酸の抗酸化作
用によってほとんどが除去されている可能性がある。一方で、イノシトール 6 リン酸単独
では PMA と同様に NADPH オキシターゼに刺激を与え、O2-を生成させる機能を持つこと
が示唆された。 
X-CGD 細胞では PMA による刺激を受けても、NADPH オキシターゼノックアウト細胞
であるため、O2-を生成することはなかったが、高濃度のイノシトール 6 リン酸による刺激
では、HO･を主成分とする活性酸素種が生成された。イノシトール 6 リン酸の濃度が 20 
 
 
図 7.7 PMA による HO･生成 
a) X-CGD 細胞のみ b) X-CGD 細胞+PMA+ 2mM イノシトール 6 リン酸  
c) X-CGD 細胞+PMA+20mM イノシトール 6 リン酸  
d) PMA+ 20mM イノシトール 6 リン酸  c) HO･  
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mM というのはネクローシスを引き起こす濃度であり、細胞周期の S 期の割合が増えた濃
度である。従って、この活性酸素種の生成が細胞死や S 期増加に関係していることが示唆
された。また、X-CGD 細胞から活性酸素が発生するということから、ミエロペルオキシタ
ーゼ(MPO)の活性化など、NADPH オキシターゼとは異なる系で活性酸素を発生させた可
能性も考えられる。X-CGD 細胞から生成された活性酸素種とその発生メカニズムを解明す
るために、ESR スピントラッピング効率と装置の感度を上げて測定することが今後の課題
である。 
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第 8 章  
HAp-IP6 の生物学的効果 
 
 
8・1 HAp-IP6 について 
 
 ハイドロキシアパタイト(Ca10(PO4)6(OH)2 ; HAp)はバイオセラミックスとして整形外科
領域などで臨床応用されている素材である。イノシトール 6 リン酸 (IP6)のキレート能によ
り HAp 粒子同士が結合して硬化した新素材である「キレート硬化型 HAp (HAp-IP6)セメ
ント」は、短時間で硬化する性質、炎症反応の起こしにくさ、生体吸収性などの利点から、
骨補填材などとして新たな医療素材としての応用が期待されている。本章では、HAp-IP6
における新規の生理活性の探究のため、酸化ストレス物質との反応性、細胞内の各種生理機
能への影響について検討を行っていく。 
HAp-IP6 は明治大学理工学部応用化学科の相澤守教授より供与を受けた。以下に相澤研
における HAp-IP6 の生成方法と性質を簡単に示した. 
 
 
8・1・1 HAp-IP6 の生成方法 
 
HAp の粉末をイノシトール 6 リン酸 (IP6)の溶液中に浸漬し、20~40℃で 5 時間攪拌し
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た。その後、粉体を分解し、－80℃で 12 時間ほど凍結乾燥させ HAp-IP6 粉末を得た (図
8.1)。 
  
 
8・1・2 HAp-IP6 の表面 
 
HAp-IP6 の表面の様子を Carry Scope JCM-5700 型 走査電子顕微鏡で撮影し、その
画像を図 8.2 に示した。粉末試料は金属蒸着せず、試料台に貼り付けた電子顕微鏡用両面
テープに直接塗布し、観察した。粒径は直径が約 1～100 m 程度で、大きさ・形ともに不
均一であった。 
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図 8.1 HAp-IP6 の生成方法 
 
 
図 8.2 走査電子顕微鏡で観察した HAp-IP6 の表面 
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8・1・3 HAp-IP6 のイノシトール 6 リン酸吸着量 
 
吸着前後のイノシトール 6 リン酸溶液中のリン濃度を高周波誘導結合プラズマ発光分析
法 (ICP)により解析し、イノシトール 6 リン酸吸着量を測定した。pH6.0 のイノシトール 6
リン酸水溶液で HAp-IP6 を生成した場合、HAp 1 g あたり 12.85 mg/g のイノシトール 6
リン酸の吸着が確認された。また、pH7.0 のイノシトール 6 リン酸水溶液で HAp-IP6 を作
成した場合、HAp 1 g あたり 14.93 mg/g 、pH8.0 では、11.29 mg/g のイノシトール 6 リ
ン酸の吸着量が確認された。 
 
 
8・2  O2-と HO･への効果 
 
無細胞系における活性酸素に対して HAp-IP6 が及ぼす影響を調べるため、イノシトール
6 リン酸の場合と同様に O2-、HO･に対して HAp-IP6 の影響を ESR スピントラッピング法
で検証した。 
 
測定手順 
 
イノシトール 6 リン酸は溶解性が大きく実験に使用したすべての濃度の試料を水溶液と
して実験に使用することが可能であったが、HAp-IP6 は本研究で使用する水溶液系では溶
解せず走査電子顕微鏡で観察した粉末状を保ったまま、不溶粒体として溶液中に存在する
ため、ESR スピントラッピングの実験にあたり、すべての試薬をあわせて攪拌、遠心し、
上清のみを ESR 測定に使用した。 
あらかじめ 2.0 ml 用のマイクロチューブの中に、測定する質量をそれぞれ準備した HAp-
IP6 を投入しておき、そのマイクロチューブ内で O2-、HO･を生成させた。活性酸素の発生
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系は 4.1 節と同様の系を用い O2-は Hyp-XOD 反応より、HO･は H2O2と Fe2+からのフェン
トン反応を利用した。スピントラップ試薬には、CYPMPO を用いた。この実験では、系の
中に粒体を添加する過程を含むことから、測定結果にばらつきが出ることを防ぐため、攪拌
や遠心分離の時間は予め決めておき、時間や温度等、同条件で測定した。攪拌・遠心分離後、
上清のみを ESR 試料とした。O2-の場合は発生させてから 20 分後、HO･の場合は直後に測
定した。 
試料の構成、および作成順序は表 4.3、4.4 を、ESR 設定は表 4.7、4.8 を参照する。 
 
 
測定結果と考察 
 
 
図 8.3 に、Hyp-XOD 反応から得られた O2-に対する ESR スピントラッピングの結果を示
した。HAp-IP6 の量は、反応溶液系 400 L あたり加えた HAp-IP6 試料の重量として示し
ている。反応系に加わった HAp-IP6 の量が多くなるにつれ、CYPMPO-OOH アダクトの
ESR シグナル強度は小さくなって行く様子が観察された。この結果は図 4.6 に示したイノ
シトール 6 リン酸の結果と類似している。 
 
図 8.4 に、H2O2と Fe2+からのフェントン反応より得られた HO･に対する ESR スピント
ラッピングの結果を示した。からは、HAp-IP6 の量を多くしていくと、CYPMPO-OH アダ
クトの ESR 信号強度は大きくなっていった。この結果は図 4.7 に示したイノシトール 6 リ
ン酸の結果と良い一致が見られた。 
 
図 8.3、8.4 から得られたデータより、横軸に反応溶液系 400 L あたり加えた HAp-IP6 試
料の重量、縦軸に CYPMPO-スピンアダクトの左より３番目の ESR シグナル強度を取った
 第 8 章 HAp-IP6の生物学的効果 
111 
 
グラフを図 8.5 に示した。グラフに示した各値は、独立した３点の実験結果から得られた平
均値として表し、各値上に示した誤差線は、標準偏差を表している。 
 
図 8.5 から、Hyp-XOD 反応から得られた O2-は HAp-IP6 の重量に依存して除去される様
子が観察された。図 4.7 に示したイノシトール 6 リン酸の場合には、グラフは二相性を示し
たが、HAp-IP6 の場合には、HAp-IP6 の重量に依存して一律に O2-は低下した。一方で、
フェントン反応発生する HO･に対しては HAp-IP6 の重量が大きくなると、HO･は増加す
る結果が得られた。以上の HAp-IP6 の反応性はイノシトール 6 リン酸の反応性と類似して
いることから、本節で示した各反応は、HAp-IP6 に保持されているイノシトール 6 リン酸
の作用に起因している可能性が高いことが示唆される。 
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図 8.3  HAp-IP6 の各質量における CYPMPO-OOH アダクト(400 l あたり) 
(a) control  (b) 0.27 mg  (c) 1.07 mg  (d) 6.09 mg  (e) 12.74 mg  
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図 8.4  HAp-IP6 の各質量における CYPMPO-OOH アダクト(400 l あたり) 
(a) control  (b) 1 mg  (c) 5 mg  (d) 10 mg  (e) 20 mg 
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図 8.5 O2-と HO･における HAp-IP6 の影響 
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8.・3 HAp-IP6 による細胞増殖率の変化 
 
HAp-IP6 は無細胞反応系において、Hyp-XOD 反応から得られた O2-に対して抗酸化作用
を示し、H2O2 と Fe2+からのフェントン反応より得られた HO･に対しては HO･量を増幅す
る性質を持つ事が明らかとなった。本節では、HAp-IP6 の細胞生存率への影響を細胞増殖
検出試薬(CCK-8)で測定した。 
  
 
測定手順 
ガラス試験管に HAp-IP6 を各量２本ずつ用意し、キャップをしてから乾熱滅菌した
（180℃、60 分）。この滅菌した試料の入った試験管の中に、対数増殖期にある 5×105 個
／ml に調整した細胞を 1 ml ずつ入れ、もう 1 セットは CCK-8 反応液の呈色対比試料とし
て RPMI-1640(+)を 1 ml ずつ入れ 24 時間培養した。24 時間培養後、96 穴マイクロプレー
トの各ウェルに 100 l ずつ攪拌しながら藩種し、CCK-8 溶液を 10 l ずつ投与し、CO2イ
ンキュベーター内で 1~4 時間呈色反応を行った。その後、マイクロプレートリーダーで 450 
nm の吸光度を測定した。HAp-IP6 を含んだ培養液は、CCK-8 溶液のバックグラウンド吸
光度を上昇させる効果があることから、細胞を含んだ試料反応液の吸光度の値から、細胞を
含まない試料反応液の吸光度の値を差し引き、各重量の HAp-IP6 を加えた際の細胞増殖数
（450 nm の吸光度）を算出した。細胞増殖比は、HAp-IP6 を加えずに増殖させた際の細胞
増殖数に対する各重量の HAp-IP6 を加えた際の細胞増殖数の比として算出した。各増殖比
の値は、同一実験下における三点の測定結果の平均値を示し、誤差線は標準偏差を示す。 
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結果と考察 
 
図 8.6、8.7 に HAp- IP6 による PLB-985 細胞と X-CGD 細胞への細胞増殖への影響を示
した。 
PLB-985 細胞に関しては加えた HAp- IP6 の重量質量が多くなるにつれて、24 時間細胞
増殖率は相対的に変化はなかったが、1 ㎎と 5 ㎎においてのみ有意な差が見られた 
(Student’s t-test, P<0.05)。一方で X-CGD 細胞では HAp-IP6 未処理の control とほぼ変わ
らない結果となった。 
このことから、X-CGD 細胞に欠けている gp91phox の作用に HAp-IP6 がなんらかの影響
を及ぼしていることが予想される。つまり、細胞から発生する O2-と HAp- IP6 が反応して、
細胞へ影響を与えていることが考えられる。従って、PLB-985 細胞や X-CGD 細胞に対し
て、HAp-IP6 の毒性はなく、むしろ、PLB-985 細胞においては HAｐ-IP6 少量で増殖能に
優位な効果が発揮されることがわかった。 
こうした結果をふまえて、細胞内で HAp-IP6 が活性酸素に対してどのようなふるまいを
するか、ESR スピントラッピング法を用いて検証することにした。 
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図 8.6 HAp-IP6 による PLB-985 細胞増殖への影響 
[n=6，平均値±標準偏差，有意差 *：p < 0.05,  n.s.：non-significant p > 0.1  (Student's t-test) ] 
 
図 8.7  HAp-IP6 による X－CGD 細胞増殖への影響 
[n=3，平均値±標準偏差，有意差 *：p < 0.05,  n.s.：non-significant p > 0.1  (Student's t-test) ] 
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8・4 HAp-IP6 による細胞刺激  
 
第７章で見たように、高濃度のイノシトール 6 リン酸は、細胞を刺激し活性酸素を発生
させる。本節では、HAp-IP6 を細胞に加えて刺激をすることによる活性酸素発生の有無を
検証した。粉末状 HAp-IP6 は無菌処理等せず、CYPMPO を加えた細胞浮遊液に直接加え、
直ちに ESR 測定用フラットセルに移し、ESR 測定を行った。 
 
 
測定手順 
 
対数増殖期にある PLB-985 細胞と X-CGD 細胞の 2 種類の細胞を各々75 cm2 FALCON
細胞培養フラスコに 40 ml 用意し、細胞数を確認した上で遠心分離し、回収した。1×108
個／ml の細胞懸濁液にするため、血清を除去した培地 RPMI-1640(-)で調節した。一回の測
定用に用意した 1×107個を含む細胞浮遊液を試験管に用意し、最終濃度 20 mM CYPMPO
を加え、さらに秤量した HAp-IP6 を加えて試験管中で混合し、直ちに ESR 測定用フラッ
トセルに移し、ESR 測定を行った。 
 
PLB-985 細胞と X-CGD 細胞の ESR 設定は表 7.1，7.2 と同様である。 
 
結果と考察 
図 8.8、8.9 に HAp-IP6 を処理した PLB-985 細胞と X-CGD 細胞の ESR スピントラッ
ピングの結果を示した。いずれの実験においても、明瞭な活性酸素の発生は観察されなかっ
た。 
HAp-IP6 によって細胞が刺激を受け、NADPH オキシターゼから発生している O2-が同
時に HAp-IP6 によって除去されている可能性はあるが、この系では検出できなかった。
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ESR スピントラッピング法の検出限界も考えられるので、今後、方法の改善や、他の研究
方法で、上記の可能性についての検討が必要となる。 
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PLB-985 細胞 
 
 
図 8.8 HAp-IP6 の影響 
a) 0 mg  b) 1 mg  c)10 mg 
X-CGD 細胞 
 
図 8.9 HAp-IP6 の影響 
a) 0 mg  b) 1 mg  c)10 mg 
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第 9章 
 骨芽細胞への影響 
 
 
 
9・1 骨芽細胞増殖能 
 
 骨は常に破骨細胞による「骨吸収 (破壊)」と、骨芽細胞による「骨形成 (再生)」を繰り
返し、骨を作り替えている 81)。これを骨代謝という。例えば、骨折しても、骨が再生される
のはこの骨代謝によるものである。そこで本研究では骨形成を促進する期待を込め、また、
その取り扱いの容易さから、骨芽細胞を用い、その増殖に影響を与えるか、また、その応答
の観察を試みた。 
 本研究で使用した骨芽細胞や試薬について以下に示す。 
 
(a) 骨芽細胞 
 MC3T3-E1 細胞はマウス頭蓋冠由来の骨芽細胞様細胞前駆細胞である。骨芽細胞はコラ
ーゲン繊維を作りながら増殖し、増殖細胞の一部は細胞がアルカリフォスファターゼ 
(Alkaline phosphatase, ALP)を発現し、骨芽細胞へと分化が進むことが知られている 82-84)。
骨芽細胞の主な特徴は、in vivo 及び in vitro における石灰化能、ALP 活性や I 型コラーゲ
ンの合成、基質小胞の産生、破骨細胞形成支持能などが挙げられる 82-84)。MC3T3-E1 細胞
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は理化学研究所細胞開発バンクから購入した。 
 細胞は、25 cm2組織培養用フラスコ (FALCON3108，BECTON DICKNSON)の中で、
10%仔牛胎児血清 (Fetal Bovine Serum, FBS) (Gibco 社製)を含む-minimum essential 
medium (-MEM) (NISSUI 社製) 10 mL 中で、37℃、CO2濃度 5%の加湿インキュベータ
ー (BNA-111, ESPAC) 内で培養した。細胞の継代にはトリプシンを使用し、フラスコに接
着している細胞をはがして上記の培地で希釈し、72 時間後に細胞密度が 2×106個/ml 程度
になるよう新しい培養フラスコに蒔き細胞を維持した。 
 
 (b) リポ多糖 (Lipopolysaccharide, LPS) 
 グラム陰性菌外膜の主要構成成分の一つであるリポ多糖 (LPS)は生体に様々な反応を引
き起こす。その１つとして、破骨細胞による骨吸収を刺激することが報告されており、歯周
病などの病態形成に深く関与するとされている。LPS を培養頭頂骨に投与すると骨吸収が
増大することが示されている 85,86)。本研究ではイノシトール 6 リン酸の影響を検証するに
あたり、骨芽細胞に対する LPS の作用を比較対象として使用した。 
 
測定原理 
MC3T3-E1 細胞は付着細胞のため、細胞計数装置などを使用して、細胞個数を測定する
ためには、トリプシンによる剥離操作など煩雑で誤差を生む操作が必要となってくること
から、4.1.1 項と同様に Cell counting kit-8 (CCK-8)を用い、MC3T3-E1 細胞にイノシトー
ル 6 リン酸や LPS を処理したときの細胞増殖率を測定した。 
 
測定手順 
 対数増殖期にある MC3T3-E1 細胞を 2500 cell/well となるよう調節し、96 穴マイクロプ
レートの各ウェルに 50 L ずつ藩種し、37℃、CO2濃度 5%の加湿インキュベーター (BNA-
111,ESPAC)内で培養した。pH7.4 に保ったイノシトール 6 リン酸を 0～2.5 mM と LPS を
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-MEM で調節しながら 50 L ずつ投与し、24 時間、培養した。24 時間後、CCK-8 溶液を
各 10 L ずつ添加し、CO2 インキュベーター内で 4 時間呈色反応を行い、マイクロプレー
トリーダーで 450 nm の吸光度を測定した。 
 
結果と考察 
図 9.1 に CCK-8 で検出した MC3T3-E1 細胞増殖能に対するイノシトール 6 リン酸およ
び、LPS の影響を示した。イノシトール 6 リン酸単独では MC3T3-E1 細胞に対し、毒性を
示すことが明らかとなった (図 9.1 a)。骨芽細胞様細胞前駆細胞であるMC3T3-E1 細胞は、
白血病細胞由来の PLB-985 細胞とは異なり低濃度のイノシトール 6 リン酸で増殖能が抑え
られる結果となった。一方で、骨代謝に関与し、破骨細胞の分化を促進するといわれている
LPS による骨芽細胞の増殖能への影響は、実験に使用した 2.5 mM 以内ではほとんど見ら
れなかった (図 9.1 b)。 
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a)                   b) 
 
 
図 9.1  MC3T3-E1 細胞の増殖能  a) イノシトール 6 リン酸 , b) LPS  
[n=4，平均値±標準偏差，有意差 †：p < 0.1 ， n.s.：non-significant p > 0.1  (Student's t-test) ] 
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9・2 骨芽細胞からの活性酸素種の検出 
 イノシトール 6 リン酸は、MC3T3-E1 細胞に対して細胞増殖抑制効果を示した。白血病
細胞である PLB-985 細胞において、イノシトール 6 リン酸による細胞増殖抑制効果、細胞
分化、オートファジー等の細胞応答に対して NADPH オキシダーゼの関与が提示されたこ
とから、骨芽細胞様細胞前駆細胞である MC3T3-E1 細胞においても、活性酸素の生成がイ
ノシトール 6 リン酸による細胞増殖抑制などの応答に関与している可能性は大きい。本節
では、付着細胞である MC3T3-E1 細胞の活性酸素生成を検証するにあたり、フラットセル
を用いた ESR スピントラッピング法での測定が困難であったため、活性酸素応答性の蛍光
試薬を用いて、活性酸素種の検出を試みた。 
 
 
測定原理 
 実験には、細胞内において活性酸素種との反応により蛍光色素であるフルオロセイン
を放出する反応試薬 Aminophenyl Fluorescein (APF)を使用し、蛍光顕微鏡で細胞内の活
性酸素生成を検出した。図 9.2 に APF の構造と反応を図示した。APF は、ヒドロキシルラ
ジカル (HO･)、パーオキシナイトライト (ONOO-)などの強い酸化力を持った活性酸素種と
のみ反応し、他の活性酸素種 (O、H2O2、1O2、NO 等)とは反応しにくい性質を持つ検出試
薬である。APF は強い酸化力を持つ活性酸素種と反応すると、強蛍光性化合物であるフル
オレセイン (励起波長 490nm、蛍光波長 515nm)を放出する 87)。また、APF と活性酸素種
との反応性を表 9.1 に示した。 
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図 9.2 Aminophenyl Fluorescein (APF)と活性酸素との反応によるフルオレセインの放出 87) 
APF＝X : NH ,  hROS : highly Reactive Oxygen Species 
表 9.1 APF と活性酸素種との反応性 87) 
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 測定手順 
 ガラスボトムディッシュ (30mm, Matsunami Glass Ind.,Ltd.)で MC3T3-E1 細胞を培
養し、上清を取り除き、PBS (-)で 2 回ほど表面を洗浄した。そこに最終濃度 1 M APF と
各種濃度の刺激薬 (LPS、イノシトール 6 リン酸、PMA 等)を PBS (-)に溶解してから加え、
2 時間インキュベートし、その後、蛍光顕微鏡で観測した(図 9.3)。 
 
 
 
結果と考察 
 MC3T3-E1 細胞に対して、刺激薬としてイノシトール 6 リン酸、LPS、PMA を加え、活
性酸素検出試薬 APF で活性酸素の検出を試みた結果をそれぞれ図 9.4、図 9.5、図 9.6 に示
した。その結果、いずれも、全て蛍光が確認された。蛍光強度を画像解析ソフトにて解析し
た結果を図 9.7 に示した。解析方法は NIH ImageJ 画像解析ソフトを用い、視覚的に最も
明るいとされる任意の 3 箇所と最も暗いとされる任意の 3 箇所をピックアップし、その強
度を数値化し、平均して割合を算出し、蛍光強度とした。 
 イノシトール 6 リン酸、LPS、PMA いずれの場合も MC3T3-E1 細胞に加えることによ
り、蛍光強度が大きくなった。従って、活性酸素種が細胞から発生していることが明らかと
なった。ただし、培地や PBS と APF とが反応している可能性も否定できない。そこで、
PBS のみを加えた場合でも蛍光強度を調べた。その結果を図 9.8 に示した。得られた蛍光
 
 
図 9.3 蛍光顕微鏡測定手順 
MC3T3-E1 cells
APF
LPS
IP6
PMA
MC3T3-E1 cells
2 hours
incubate
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強度はイノシトール 6 リン酸、LPS、PMA の control 時と変わらない結果となり、バック
グラウンドとしては最適であることが評価できた。 
 一方で酸化ストレスが破骨細胞の分化、機能性の調節および破骨細胞のアポトーシスに
深く関与すること 88)も視野に入れ考慮すると骨芽細胞に関しても同様であり、発生する活
性酸素種が増殖能等に影響を与えることが示唆された。 
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図 9.4  イノシトール 6 リン酸で処理した MC3T3-E1 細胞  a) control   b) 0.5 mM 
上段：位相差顕微鏡写真 ，下段：蛍光顕微鏡写真 
 
 
図 9.5  LPS で処理した MC3T3-E1 細胞  a) control   b) 250 ng/ml 
上段：位相差顕微鏡写真 ，下段：蛍光顕微鏡写真 
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a)            b)            c) 
    
 
図 9.7 a) イノシトール 6 リン酸, b) LPS, c) PMA の蛍光強度比較 
[n=4，平均値±標準偏差，有意差 *：p < 0.05  (Student's t-test) ] 
誤差線は、標準偏差を示した。 
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図 9.6  PMA で処理した MC3T3-E1 細胞  a) control  b) 30 nM 
上段：位相差顕微鏡写真 ，下段：蛍光顕微鏡写真 
 
* 
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図 9.8 PBS (-)中でインキュベートした MC3T3-E1 細胞 
左：位相差顕微鏡写真 ，右：蛍光顕微鏡写真 
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       総括 
 
 
 
     
従来考えられてきたイノシトール 6 リン酸の抗酸化機能に関して、第４章と第８章にお
ける無細胞溶液系での研究において、イノシトール 6 リン酸や HAp-IP6 は活性酸素の生成
系に対して、その反応条件に依存してその生成を抑制、あるいは増加といった複雑な反応性
を持つことが明らかとなった。イノシトール 6 リン酸の解離度は pH に大きく依存し、従っ
てキレート能も pH に大きく作用される。さらに、フェントン反応自体が pH によって反応
速度や最終的に生成される分子の種類が異なる。また、塩基性の場合は H2O2がイノシトー
ル 6 リン酸によって分解されることもあり、pH のコントロールはイノシトール 6 リン酸お
よび HAp-IP6 と活性酸素との反応性の研究では、極めて重要なファクターとなり得る。本
溶液系の実験では、pH を 7.4 に正確に維持して実験を行った。 
フェントン反応から得られた HO·に対して、イノシトール 6 リン酸はその濃度に依存し
て、HO·産生を増幅させた。このメカニズムについては、式 (10.1) に示したキレート状態
の Fe2+と H2O2との反応を考える必要がある。 
 
IP6-Fe2+  +  H2O2    →  IP6-Fe3+  +  OH−  +  HO·  ( 10.1 ) 
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IP6-Fe3+  +  H2O2    →  IP6-Fe2+  +  2H+  +  O2−  ( 10.2 ) 
IP6-Fe3+  +  O2−      →  IP6-Fe2+  +  O2   ( 10.3 ) 
2 O2−  +  2H+     →      H2O2 +  O2                  ( 10.4 )  
 
実際に EDTA をはじめ、複数のキレート剤と結合した Fe2+等の金属は、H2O2と反応し、
HO·を産生することが報告されている。式 (10.1) によって生成した IP6-Fe3+は式(10.2) お
よび ( 10.3 ) に示した反応により還元を受け、IP6-Fe2+へと変化し、再び式(10.1) に入る
ことにより、HO·が増幅されている可能性が示された。 
式 (10.2) では、いったん O2−が生成する。しかし、図 4.8 では O2−は検出されていない。
また、図 4.6 では、イノシトール 6 リン酸は O2−に対して除去作用を示している。式(10.2)
で生成する O2−はイノシトール 6 リン酸の抗酸化作用によって除去されている可能性も考
えられる。 
金属イオンが存在しない状態で、イノシトール 6 リン酸が O2−に対して示す抗酸化反応の
メカニズムは明らかになっていない。式 (10.4) で示すように、イノシトール 6 リン酸が放
出する H+との反応によって還元される可能性、あるいは系の中に微量に存在する金属の存
在など、さらに検討していく必要がある。 
 
 第 6 章と第８章では、細胞系として PLB-985 細胞と NADPH オキシダーゼ機能が欠損
した X-CGD 細胞を用いることで NADPH オキシターゼ由来の活性酸素とイノシトール 6
リン酸による各種細胞影響との関連について検討を行った。実験の結果、二つの細胞におい
てイノシトール 6 リン酸に対する反応性に差が認められたことから、NADPH オキシター
ゼ由来の活性酸素とイノシトール 6 リン酸とが反応し、細胞増殖の抑制、ネクローシス、
G1 アレスト異常、オートファジー抑制、分化の促進が起こったと考えられる。 
イノシトール 1,4,5－三リン酸 IP3 やイノシトール 1,3,4,5－四リン酸 IP4 は生体内の情
報伝達物質として重要な役割を果たし、これらは、ジアシルグリセロールと結合したホスフ
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ァチジルイノシトール 4,5－二リン酸 PI(4,5)P2 や 3,4,5－三リン酸 PI(3,4,5)P3 の形で細胞
の膜に存在している。 イノシトール 6 リン酸はそのイノシトールの水酸基をリン酸基に変
えたリン酸化合物であるため、pH によってリン酸基の取り外しが可能なら、細胞膜から細
胞内に入り込み、シグナル伝達等のリン酸化に関わる可能性があることも考えられる。従っ
て、イノシトール 6 リン酸が直接、リン酸化に関わり、ネクローシスや G1 アレスト異常、
オートファジー抑制を起こす可能性も考えられる。 
 また、第７章で、イノシトール 6 リン酸で PLB-985 細胞を刺激し活性酸素の生成を見た
実験ではイノシトール 6 リン酸は細胞内に O2-を生成させることが示された。一方で、X-
CGD 細胞に対しては O2-とともに HO·を発生させている可能性が示された。 研究に用い
た細胞系の NADPH オキシダーゼは、ファゴゾーム機能に関与するものであり、NADPH
オキシダーゼが機能する場所は pH が酸性に傾いているとされている。細胞内中性領域で
は、イノシトール 6 リン酸はリン酸化に関わる機能を示すと考えられるが、NADPH-オキ
シダーゼが機能するファゴソーム内では、イノシトール 6 リン酸は活性酸素と反応し、生
理的反応の抑制などを積極的に誘導していることが明らかとなった。 
さらに、急性前骨髄球性白血病には、レチノイン酸による分化誘導療法が用いられる。レ
チノイン酸により成熟細胞まで分化誘導された前骨髄球性白血病細胞は死滅し、約１ヵ月
で正常血球が回復する。t(15;17)転座によってつくられる PML/RARαという異常分子が、
この白血病の原因であり、RARαはレチノイン酸の受容体であることから、レチノイン酸
はこの白血病の原因遺伝子が作る分子に働く分子標的薬となっている。 
イノシトール 6 リン酸は固形癌ではアポトーシス誘導することで、抗がん効果を発揮し
ているといわれているが、血液のがん細胞に関しては、分化を誘導することで抗がん効果が
期待でき、そこには ROS が大きく関わっていることが、本研究でも証明された。 
 
 第９章の HAp-IP6 の細胞系における効果としては、PLB-985 細胞や X-CGD 細胞に与え
ることによる活性酸素の発生は ESR スピントラッピング法では確認できなかった。また、
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HAp-IP6 の粒形からセラミック自体が細胞内に入ることは考えにくく、細胞への影響とし
て考えられるのは、細胞との接着面、そして、測定溶媒中に溶け出たイノシトール 6 リン酸
の影響である。また、第９章で、骨芽細胞にイノシトール 6 リン酸を加えたときの影響で
は、微弱ではあるものの、LPS や PMA と同様に活性酸素を発生させていたことから、HAp-
IP6 でもそれらの化学刺激と同様な効果や影響、つまり、破骨細胞の分化、アポトーシス、
細胞増殖などに深く関与することが考えられる。 
 
 以上の結果は、HAp-IP6 が活性酸素を経由して、細胞の活性化をもたらす可能性を強く
示唆している。このことは、骨材料としての HAp-IP6 の新しい生物学的効果への期待と共
に、新しい医療材料の開発に寄与するものと考えられる。 
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